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略号表 
 
本論文にて使用した用語の略号を以下に示す。 
 
A2pm   diaminopimelic acid 
A2bu   diaminobutyric acid 
APP   2-amino-1-phenyl-1,3-propandiol 
CD                    circular dichroism 
Cys   cystine 
DAA   2,4-dinitrophenyl-L-alaninamide 
DAS   diaminosuccinic acid 
DLA   2,4-dinitrophenylleucinamide 
DNA   deoxyribonucleic acid 
DNB   dinitrobenzene 
ESI-LC/MS electrospray ionization-liquid chromatography/ mass spectrometry 
FDAA   1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-L-alaninamide 
D-FDLA   1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-D-leucinamide 
L-FDLA   1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-L-leucinamide 
FLEC   (+)-1-(9-fluorenyl)ethyl chromate 
GC-MS   gas chromatography-mass spectrometery 
GITC 2,3,4,6-tetra-o-acetyl-β-D-glucopyranosyl-isothiocyanate 
HomoCys  homocystine 
HPLC  high performance liquid chromatography 
Hsr  homoserine 
LC/MS   liquid chromatography/mass spectrometry 
MS   mass spectrometry 
MCLR    microcystin-LR 
NE            2-amino-1-phenyl-1-propanol 
NOE   nuclear Overhauser effect 
ODS   octadecylsilyl 
3-OHA2pm  3-hydroxydiaminopimelic acid 
OPA   o-phthaldialdehyde 
PCR                   polymerase chain reaction 
PITC   phenylisothiosyanate 
rRNA   ribosomal ribonucleic acid 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
 iv 
SeCys   selenocystine 
SIM   selected ion monitoring 
TCA   trichloroacetic acid 
TIC   total ion current chromatogram 
TLC   thin layer chromatography 
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緒言 
 
薬の歴史は古代に様々な植物を用いた病気の治療が行われた時から始まる。紀元前 1 世
紀ごろには病気や怪我に効果のある薬用植物について、ギリシャでは｢マテリア・メディカ｣、中
国では｢神農本草経｣という書物に書き残されている。天然物化学の研究は、そのような植物や
微生物代謝産物の有効成分を明らかにすることから始まった。18 世紀から 19 世紀にかけて、
植物由来有機酸やモルヒネ、キニーネ、エフェドリン等様々な成分が単離され、天然物化学の
進歩に合わせて医薬品、農薬は大きく発展していった。 
古代から現代に至るまで病気の大部分を占めていたのは感染症である。1929 年に初の抗
生物質であるペニシリンが発見されて以降、微生物の二次代謝産物が研究されるようになり、
今日に至るまで非常に多くの医薬品が見出された [1]。天然より発見された化合物数は微生
物分離培養技術の向上 [2, 3] と精製・構造解析技術の進歩により飛躍的に増加し、2000 年
には論文や特許に報告された微生物由来の生理活性代謝産物がおよそ 22,000 に達している。
天然有機化合物全体では約 200,000～250,000 が生理活性を有するといわれているが、その
およそ 10％を微生物由来の化合物が占めている [1]。さらに、これまでに微生物から得られた
活性化合物のうち 45％は放線菌、38％は糸状菌、そして 17％ は単細胞性細菌に由来する。 
 このように、多くの生理活性物質を生産する微生物は医薬品の宝庫と言って過言ではない
[3]。微生物の二次代謝産物は構造の多様性に加えて、構成元素や立体構造にも特徴がある。
構成元素としては通常 C、H、N、O を含むが、ハロゲンや P、S といった元素を含む化合物も生
産される。ペプチド抗生物質を構成するアミノ酸は一般に L-体が多いが、D-体が入っている化
合物も珍しくない。例えば、actinomycin、bacitracin、gramicidin S などには D 型アミノ酸や異常
アミノ酸（非天然型アミノ酸）が含まれている（Fig. １）。 
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ペニシリン発見から約 80 年間に単離された化合物の構造からその多様性は十分図り知るこ
とが出来るが、自然界に 100,000～1,000,000 種類存在すると言われる微生物資源 [2, 4] に
対して、我々がこれまでに分離し、研究を行った微生物はわずか数千種であり、放線菌に至っ
ては 99％が未利用菌と言われている [5]。二次代謝産物は広範囲の微生物群（細菌、真菌、
藻類、原生動物等）により生産されるが、各微生物群の科、属、種により二次代謝能の分布や
多様性には偏りがあり、特に細菌類の中では放線菌が二次代謝産物を生産する頻度が高く、
多様性に富む。Fig. 2 に示したように、これまでに単離、報告された放線菌由来の天然化合物
は約 10,000 あるといわれており、その約 75％は Streptomyces 属、残りの 25%は希少放線菌の
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Fig. 1    Structure of peptide compounds from microbial origins.
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二次代謝産物より得られている [1]。希少放線菌の中では Micromonospora, Actinomadura, 
Streptoverticillium, Actinoplanes, Nocardia, Saccharopolyspora と Streptosporangium が最もよ
く化合物を生産しており、各々数百化合物が知られている。二次代謝産物の生産は菌株特異
的であると言われ、世界中の地域から様々な微生物を分離し、より新規性の高い生理活性物
質の探索研究が盛んに行われている。これまで未利用であった微生物は概して分離、培養が
困難であったが、このような難培養菌株について種々の検討が行われており、自然環境に近
い培養により分離、培養が可能となりつつある [6]。今後、新たな医薬品のソースとして、希少
放線菌の研究は今後さらに注目されていくと思われる。 
 
 
 
 
 
放線菌由来の有用な生理活性を有する新規化合物の探索研究において、その化合物を生
産する放線菌の分類・同定は不可欠である。分類及び同定には生理生化学的分類法、化学
分類法や遺伝子解析法があり、これらの分類指標を組み合わせることで属や種の同定が可能
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Fig. 2     Various origins for bioactive compounds including microbial products.
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となる。化学分類の指標としては、主に細胞壁成分、脂質、タンパク質などがある。グラム陽性
菌は共通した構造の細胞壁成分を有しており、その構造には分類群に対応する多様性が見
られる。特に、ペプチドグリカンに含まれるジアミノ酸には、diaminopimelic acid (A2pm)、Lys、
Orn、diaminobutyric acid (A2bu) などが存在することが知られており、どのジアミノ酸が含まれ
ているかは属レベルで一定であることから化学分類における最も重要な指標とされている。従
来、ペプチドグリカン中のジアミノ酸の分析法として、全菌体あるいは精製細胞壁を対象とした、
thin layer chromatography （TLC）法や high performance liquid chromatography （HPLC）法が
多用されてきたが、感度、分離や再現性が不十分であるため結果が不明瞭なことが多く、常に
標準品との比較が必要であり、解決すべき様々な問題が指摘されていた。また、希少放線菌
におけるペプチドの架橋構造は多様性に富んでいるため、その構造情報が分類上重要であ
るにもかかわらず、構成アミノ酸の同定が困難な場合も多い。様々な解析情報が収集されるに
つれて、分類の訂正も生じている。たとえば、Sasaki らは Clavibacter Toxicus を Rataibacter 
toxicus comb. nov.として分類の訂正を提案した [7]。Clavibater Toxicus はペプチドグリカン構
成アミノ酸の組成が Glu : Ala : Gly : A2bu = 1 : 1 : 1 : 2 で B2γ型のペプチドグリカン構造に分
類されていた。しかし、A2bu の絶対立体配置を精査し、Clavibacter 属の放線菌は L-A2bu と
D-A2bu をほぼ等量有しているのに対し、Clavibater Toxicus はほとんど L-A2bu のみを有してい
ること、さらに化学分類の指標のひとつであるメナキノンの組成比が異なることにから、
Rataibacter toxicus comb. nov.に分類すべきであると結論した。同時に、A2bu の組成比から、
ペプチドグリカンの構造も B2γ型とは異なることを指摘している。 
このように、ペプチドグリカンを構成するアミノ酸の絶対立体配置を確実に決定することは放
線菌の分類において、非常に重要な指標となる。従来法の問題点を解決し、ペプチドグリカン
を構成するアミノ酸の簡便で高感度な迅速分析法の開発が必須であると考え、本研究を開始
した。 
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第１章 序論 
 
第１節 背景 
  
 放線菌はグラム陽性細菌に分類される原核生物であるが、基生菌糸と気菌糸への分化や胞
子の形成等形態変化の多様性、また先に述べたように多くの生理活性物質を生産する高い
有用性という点から、他の細菌と区別された微生物群として扱われている。放線菌の研究が注
目されるようになったのは 1940 年代に actinomycin [8, 9]、streptomycin [10]、streptothricin 
[11] が発見されてからである。当初は放線菌の分類基準として形態的特徴とコロニーの色調
が用いられていたが、1970 年代には菌体成分の多様性に着目した化学分類が重要視され始
めた。細胞壁ペプチドグリカンのアミノ酸、菌体中の還元糖、脂肪酸、メナキノン、リン脂質、ミ
コール酸などの化学組成の差異が主に属の分類に有効であることが示された [12, 13]。
Lechevalier らによって確立された細胞壁の化学型はその後の放線菌分類において重要な指
標となっている （Table 1-1） [14]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
 
 
Cell Wall
type
A2bu Lys Orn Asp Gly
meso -
A2pm
L,L-
A2pm
Ara Gal
I + +
II + +
III +
IV + + +
V + + *
VI + + *
VII + + + *
VIII *
* Glycine is variably present in these group
Table 1-1     Major constituent amino acids and sugars of cell walls of actinomycetes.
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 一方、近年の遺伝子解析技術の進歩に伴い、放線菌にも 16SrRNA 遺伝子配列を指標とす
る分類が導入された。一般的に細菌は階層的体系を有しており、Table 1-2 に示したように基
本単位は種で、最上位にある階級がドメインである。この階層の中で、科以上の高次分類群は
16SrRNA 遺伝子に基づいて分類されるが、属以下の分類には現在でも 16SrRNA のデータに
加え、表現形が重要な分類指標となっており、属レベルの分類には形態と化学分類学的性状
が、種レベルの指標としてはコロニーの色調や色素生産等の培養性状、生育条件等の生理
生化学的性状が用いられる。また、ＤＮＡレベルの相同性確認は同種か異種かの判定を行う
ともに、表現形による種の分類を遺伝子情報で確認する意味合いもある。放線菌の範囲は
1997 年に Stackebrandt らが 16SrDNA の類縁性に基づいて創設した class Actinobacteria の
中の Order Actinomycetales と定義するのが妥当とされている（Table 1-3）。放線菌には 10 の
suborder （亜目）、35 の family (科)、約 110 の genus （属）、約 1,000 の species （種）がある。
放線菌の分類では現在においても系統解析と同様に形態や化学分類学的性状等の表現型
も重要視され、多相分類学的な考え方 [15] が取り入れられている。放線菌の化学的分類及
び遺伝子解析を用いた系統分類の特徴について、第２節で概要を述べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
階級 (rank) 語尾 例
 ドメイン (domain) Bacteria
 門 (division) Firmicutes
 網 (class) -ia Actinobacteria
 目 (order) -ales Actinomycetales
 科 (family) -aceae Streptomycetaceae
 属 (genus) Streptomyces
 種 (species) griseus
Table 1-2    Taxonomic rank of bacteria.
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Hierachic taxa (階層的分類群） Genera　（属）
Subclass  Actinobacteridae
　Order  Actiunomycetales 　（放線菌）
Suborder  Actinomycineae  （4属）
Family  Actinomycetaceae Actinomyces, Actinobaculum, Arcanobacterium  etc.
Suborder  Micrococcineae  (35属)
Family  Micrococcaceae Micrococcus, Arthrobater, Renibacterium, Rothia etc.
Family  Bogoriellaceae Bogoriella
Family  Brevibacteriaceae Brevibacterium
Family  Cellulomonadaceae Cellulomonas
Family  Dermabacteraceae Dermabacter, Brachybacterium
Family  Dermacoccaceae Dermacoccus, Demetra, Kytococcus
Family  Dermatophilaceae Dermatophilus
Family  Intrasporangiaceae Intraspoorangium, Janibacter, Terrabacter etc.
Family  Jonesiaceae Jonesia
Family  Microbacteriaceae Microbacterium, Agromyces, Frigoribacterium etc.
Family  Promicromonosporaceae Promicromonopora
Family  Rarobacteriaceae Rarobacter
Family  Sanguibacteriaceae Sanguibacter
Incertae sedis Beutenbergja, Ornithinicoccus
Suborder  Corynebacterineae  (10属)
Family  Corynebacteriaceae Corynebacterium, Turicella
Family  Dietziaceae Dietzia
Family  Gordoniaceae Gordonia
Family  Microbacteriaceae Mycobacterium
Family  Nocardiaceae Nocardia, Rhodococcus
Family  Tsukamurellaceae Tshkamurella
Incertae sedis Skermania, Williamsia
Suborder  Micromonosporineae (9属)
 Family Micromonoporaceae Micromonopora, Actinoplanes, Dactilosporangium  etc.
Suborder  Propinibacterineae  (11属）
Family  Propinibacteriaceae Propinibacterium, Friedmaniella, Luteococcus etc.
Family  Nocardioidaceae Nocardiodes, Aeromicrobium, Hongia, Kribbella  etc.
Suborder  Pseudonocardineae (14属）
Family  Pseudonocardiaceae Pseudonocardia, Amycolatopsis, Saccharopolyspora  etc.
Family  Actinosynnemataceae Actinosynnema, Actinokineospora, Saccharothrix
Incertae sedis Kutzneria, Streptoallotheichus
Suborder  Streptosporangineae  (16属）
Family  Streptosporangiaceae Streptosporangium, Microbispora, Microtetraspora
Family  Nocardiopsaceae Nonomuraea, Planomonpora, Herbidospora etc.
Family  Thermomonoporaceae Thermomonospora, Actinomadura, Spirillospora etc.
Suborder  Glycomycineae  (1属)
Family  Glycomycetaceae Glycomyces
Suborder  Streptomycineae 　 (2属)
Family  Streptomycetaceae Streptomyces, Kitasatospora
Suborder  Frankineae  (7属）
Family  Frankiaceae Frankia
Family  Acidothermaceae Acidothermus
Family  Geodermatophilaceae Geodermatophilus, Blastococcus
Family  Microsphaeraceae Microsphaera
Family  Sporichthyaceae Sporichthya
Incertae sedis Cryptosporangium
Table 1-3     Order Actinomycetales.
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第２節 放線菌の分類 
 
 ２－１ 放線菌の化学分類法 
 
  放線菌の化学同定を始める際にまず行うのが、全菌体を加水分解し、diaminopimelic acid 
(A2pm) の有無を確認することである。L,L-体が大量に存在すれば Streptomyces 属とほぼ決定
できる。さらに、詳細な解析を進めるためには細胞壁の精製を行うことになる。 
  放線菌の化学分類学的指標は主に細胞壁成分、脂質、タンパク質の 3 つに分けることがで
きる。 
１）細胞壁： 細胞壁の主要な構成成分であるペプチドグリカンはペプチド部分にジアミノ酸、
Ala、Glu 等のアミノ酸を有する。特に、ジアミノ酸は L,L-A2pm、meso-A2pm、Lys、Orn、
diaminobutyric acid (A2bu)など種々存在することが知られており、どのジアミノ酸が含まれてい
るかは属レベルで一定であることから化学分類の重要な指標となっている。さらに、ペプチド部
分の架橋アミノ酸の種類や結合位置も分類に利用されている [13, 16]。また、細胞壁の糖成
分はペプチドグリカンに結合している多糖体とテイコ酸、細胞壁の外側に存在する夾膜多糖
の 3 種が存在する。分類、同定の指標として用いられている糖の種類は arabinose、galactose、
xylose、3-o-methyl-galactose の検出が重要である。ペプチドグリカン構成アミノ酸や糖成分の
分析には主に TLC 法や HPLC 法が用いられている。 
 
２）脂質： 脂質成分で分類指標となっているのは、イソプレノイドキノン、リン脂質、ミコール酸
及び脂肪酸である。放線菌に見出されるイソプレノイドキノンはメナキノンに限られているが、
側鎖のイソプレン単位数と飽和度により多くの種類が存在する。このメナキノン分子種の分布
パターンは Collins ら [17-19] が多くのデータを蓄積しており、系統解析ともよく一致している
ことから、属レベルの分類に非常に有効である。メナキノンの検出には一般的に HPLC あるい
は MS が使われている。 
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 リン脂質はグリセリンを構成成分とするグリセロリン脂質と N-アセチルスフィンゴシンを基本成
分とするスフィンゴリン脂質があるが、放線菌にはグリセロリン脂質の存在のみ知られている。
グリセロリン脂質は疎水性の長鎖アルキル基と親水性を有するリン酸基を持ち、その化学構造
の違いが属及び種の分類上の指標となる。 
 放線菌の脂肪酸は菌体脂肪酸として細胞膜に局在し、飽和、不飽和、さらに分岐脂肪酸が
ある。ミコール酸は 2 位に長鎖アルキル基を持つ 3-ヒドロキシ脂肪酸の総称である。ミコール酸
の存在の有無、総炭素数の分布、アルキル鎖中の不飽和数などが種レベルまでの有効な分
類指標となっている。これらの検出には一般的にメチルエステルとしてガスクロマトグラフィーに
よる定量分析が用いられる。 
 
３）タンパク質： タンパク質の解析は一般的に電気泳動によるプロファイルが用いられている。
市販ソフトを用いたデータ解析手法が普及しており、種レベルかそれ以下のレベルのグルー
ピングを行うのに適している。またタンパク質をコードする遺伝子の解析では、普遍性が高い
gyrB 遺伝子を微生物分類、同定の指標として用いる研究が進められている [20-22]。 
 
 ２－２ 放線菌の遺伝子解析法 
 
 放線菌の遺伝子情報を用いた系統分類は分子生物学の進歩により大きく発展した。現在、
主に実施される遺伝子解析の手法は、16SrRNA 塩基配列に基づく系統解析、DNA の GC 含
量測定法、DNA-DNA 相同性試験法等がある。 
 
１）16SrRNA 塩基配列決定法： 微生物の系統分類において 16SrRNA 分子は最も多用され
ている。その理由として、rRNA が全生物に普遍的に存在する保全性の高い分子であること、
中でも 16SrRNA は 1500 塩基程度と十分な情報量を得られる大きさであることが挙げられる。
16SrRNA の塩基配列解析は polymerase chain reaction (PCR) やシークエンシング技術開発
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により、非常に簡便な方法として広く使われるようになり、その結果これらの塩基配列データが
蓄積され、データベースが構築されている [23]。よって、未知の菌株について属レベル以下
の同定を行うのに多用されている。ただし、16SrRNA の遺伝子塩基配列の相同性が 98%以上
の場合でも必ずしも同種であるとは限らず、厳密な同定を実施するためには、形態、化学分類
学的性状及び近縁種間での DNA-DNA 相同性に基づき種の同定を行う必要がある。
16SrRNA の解析はユニバーサルプライマーを用いた PCR による増幅を行い、増幅産物につ
いてクローニング、そしてシークエンシング反応を実施する方法が一般的である。 
 
２）DNA の GC 含量測定法： DNA はアデニン（A）、チミン（T）、グアニン（G）、シトシン（C）の
4 種類の塩基を持っており、GC 含量とは全塩基中に含まれる G と C の含量の和のことである。
細菌ではこの GC 含量が 25～75 mol%の幅広い範囲に分布しており、分類学上有用な指標と
なっている。この値は細菌分類学上必須の数値で、必ず調べなければいけないものではある
が、放線菌ではほぼ 70％前後にまとまっており、分類・同定にあまり有効な指標とはなってい
ない。DNA を各成分に分解し、HPLC で分離、定量する方法が一般的である [24]。 
 
３）DNA-DNA 相同性試験： 2 つの DNA の塩基配列の相同性を定量的に評価する分子生物
学的手法で、微生物の種間の遺伝的な距離を評価する。未知菌株の種を決定する上で必要
不可欠な試験であり、特に新種を提案する際には、既存の種との DNA-DNA 相同性試験が
必須である。一般に、70%以上の DNA 相同性を示せば同一菌種であるといわれている。従来
の試験法では放射性同位体（radio isotope, RI）を使用していたが、現在は RI を使わずマイク
ロプレートを用いて簡便に実施できる方法が開発されている [25, 26]。 
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第３節 細胞壁ペプチドグリカンによる分類 
 
 放線菌は共通した構造の細胞壁成分を有しており、その構造には分類群に対応する多様性
が見られる。特に、ペプチドグリカンに含まれるジアミノ酸には、A2pm、Lys、Orn、A2bu などが
存在することが知られており、どのジアミノ酸が含まれているかは属レベルで一定であることか
ら化学分類における最も重要な指標とされている。細胞壁ペプチドグリカンを構成するアミノ酸
の多様性は有効な分類指標であり、微生物の分類学的特徴づけには不可欠な項目である。 
 
 ３－１ ペプチドグリカンの多様性と分類指標への応用 
 
 ペプチドグリカンとは細菌の細胞壁に存在し、糖鎖とペプチドサブユニットからなる巨大なヘ
テロポリマーである（Fig. 1-1）。基本的な構造は、N-アセチルムラミン酸と N-アセチルグルコサ
ミンが結合して長い多糖の鎖になったグルカン部分に Ala、Glu、A2pm、Ala が順次結合し、さ
らに隣の同じペプチド鎖との間を直接あるいは複数のアミノ酸で架橋した網目状になってい
る。 
 
Fig. 1-1     Typical structure of peptidoglycan in cell wall of actinomycetes.
L-Ala
D-Glu
L-DA
D-Ala
IP D-Ala
L-DA
D-Glu
D-Ala
Gly
D-Glu
L-AA
D-Ala
DA D-Ala
L-AA
D-Glu
Gly
(Gly)
M MG G G
G M G
G GM
M: N-acetyl muramic acid, G: N-acetyl glucoasmine, AA: amino acid, DA: diamino acid, IP: interpeptide bridge
Group A Group B
peptide subunit
interpeptide bridge
sugar chain
Position 1
Position 2
Position 3
Position 4
Position 1
Position 2
Position 3
Position 4
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 ペプチドグリカンの構造研究は、Salton による細胞壁の分離と化学分析に始まり [27]、1972
年には Schleifer らがペプチドグリカンを指標とした化学分類法を提唱し、ペプチドグリカンの
構造と配列に基づいて体系的な表記方法を確立した （Table 1-4） [16]。 
ペプチドグリカンのグリカン鎖は N-アセチルムラミン酸と N-アセチルグルコサミンの交互ポリ
マーでほとんどの細菌において共通である。一方ペプチド部分は Fig. 1-1 に示したように、通
常 N 末端より L-体、D-体のアミノ酸が交互に配列されているテトラペプチドであり、position 2 の
D-Glu、position 4の D-Alaはほぼ普遍的に存在し、position 1、position 3及び架橋部分を構成
するアミノ酸に多様性が見られる。Position 3 のジアミノ酸はペプチドサブユニットの中で最も変
化に富んでおり、ジアミノ酸の種類及び絶対配置 （L,L-体、D,D-体、meso-体）を決定すること
は化学分類において非常に有効とされている。ペプチドグリカンの構造には A 型 (group A) 
と B 型 (group B) があり、ほとんどの放線菌は Fig. 1-1 の A 型で示した構造を有している。A
型 は position 3 にジアミノ酸があり、このジアミノ酸の ω-アミノ基と反対側の N-アセチルムラミ
ン酸から伸びたペプチド鎖の D-Ala （position 4）のカルボキシル基が結合し、架橋を形成して
いる。A 型のペプチドグリカンは、その架橋のペプチド鎖を構成するアミノ酸の種類によって、
A1～A4 に分類される。A1 は架橋ペプチド鎖がなく、position 3 と隣接するペプチド鎖の
position 4 が直接結合している。A2、A3 及び A4 では、架橋のペプチド鎖に含まれるアミノ酸
の数は 1 個から 6 個まで様々である。さらに、各グループは position 3 のジアミノ酸の種類によ
って、α～δに分類される。 
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A 型に分類される主な属の放線菌について、ペプチドグリカンの構造を Fig. 1-2 に示した。
A1γの放線菌では、ペプチド鎖の position 3 の A2pm がもう一方のペプチド鎖の position 4 の
D-Ala と 直 接 架 橋 し て お り 、 Nocardia 属 や Micromonospora 属 な ど に 代 表 さ れ る 。
Micromonospora 属は position 1 の L-Ala が Gly に変換しており、さらに種や菌株によって、
meso-A2pm が 3-hydroxydiaminopimelic acid (3-OHA2pm) に 置 換 さ れ て い る 。 一 方 、
Streptomyces 属に代表される A3γでは架橋位置は A1γと同じであるが、Gly や L-アミノ酸を
介して結合している。 
 
 
Table 1-4      Peptidoglycan types of bacterial cell walls.
group variation interpeptide bridge position 3
A1α L-Lys
A1β L-Orn
A1γ meso -A2pm
A2α peptide subunit L-Lys
A3α L-Lys
A3β L-Orn
A3γ L,L-A2pm
A4α L-Lys
A4β L-Orn
A4γ meso -A2pm
A4δ L-A2bu
B1α L-Lys
B1β L-Hsr
B1γ L-Glu
B1δ L-Ala
B2α L-Orn
B2β L-Hsr
B2γ L-A2bu
group B
 L-amino acid or Gly
D-Orn or D-A2bu
group A
—
 L-amino acid or Gly
 D-Asp or D-Glu
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一方、B 型の構造を持つ放線菌は Microbacteriaceae 科に限られており、ペプチド鎖の架橋
は position 2 の D-Glu のα-カルボキシル基と、隣り合ったペプチドサブユニットの position 4 に
あたる D-Ala のカルボキシル基間にある。2 つのカルボキシル基に挟まれているため、架橋部
分にはジアミノ酸が必須となる。ペプチド鎖の構成アミノ酸を A 型と比較すると、position 1 は A
型では L-Ala であるが、B 型では Gly か L-Ser である。また A 型では position 3 のジアミノ酸が
多様性を示していたが、B 型ではほとんどの場合、L-homoserine (L-Hsr), L-Ala あるいは L-Glu
といったアミノ酸に置き換っている。L-Lys、L-Orn 等のジアミノ酸が position 3 に配置されてい
る場合においては、架橋部分の構成に関与せず、ω-アミノ基は非置換の状態である。架橋部
分の構成アミノ酸により B1 と B2 に分けられ、さらに A 型同様に position 3 のアミノ酸により、
α～δに分類される。Fig. 1-3 に、B 型に分類される主な属の放線菌のペプチドグリカン構造
を示した。B1αの放線菌である Micrbacterium lacticum は position 2 の D-Glu と隣り合ったペ
プチド鎖の positon 4 にあたる D-Ala の間を Gly と L-Lys からなるペプチド鎖が架橋している。
Fig. 1-2      Structure of peptidoglycans belonging to group A.
A1γ
Micromonospora, Nocardies etc
A3γ
Streptomyces etc
L-Ala
D-Glu
L,L-A2pm
D-Ala
D-Ala
G M G
L,L-A2pm
Gly
D-Glu
meso-A2pm
D-Ala
D-Ala
G M G
meso-A2pm
Gly
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また、B2βである Corynebacterium poinsettiae では、架橋部分に Gly と D-Orn が含まれてい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このように、ペプチドグリカンは position 3 のジアミノ酸（A 型、B 型）あるいはアミノ酸（B 型）
と架橋ペプチドによって各グループに分類されるが、各々の属によってアミノ酸の種類や架橋
ペプチドの長さが異なり、非常に多様性に富んでいる。 
ペプチドグリカンを化学分類指標として扱う場合、ペプチドグリカンを精製し、構成アミノ酸を
分析する必要がある。本節では一般的なペプチドグリカンの単離及び精製法を述べ、ペプチ
ドグリカン構成アミノ酸の分析法については次節で述べることにする。 
 
 ペプチドグリカンはタンパク質や DNA と異なり、不溶性で各種の化学的処理に対しても比
較的安定である。このような性質を持つペプチドグリカンを精製するための一般的な方法を 
Fig. 1-4 に示した。まず始めに細胞を破壊し、細胞質その他の可溶性画分と細胞壁を分離す
る。方法としては機械的な方法と化学的な方法の 2 つに大きく分けられる。前者には、超音波
L-Lys
Gly
D-Glu
L-Lys
D-Ala
D-Ala
G M G
Gly L-Lys
Gly
D-Glu
L-Hsr
D-Ala
D-Ala
L-Hsr
G M G
Gly D-Orn
B1α B2β
Microbacterium lactium Coryonebacterium poinsettiae
Fig. 1-3      Structure of peptidoglycans belonging to group B.
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破砕機、ガラスビーズ、フレンチプレスなどを用いる方法がある。超音波破砕機及びガラスビ
ーズを用いる場合、操作は簡便ではあるが操作中に温度が上昇するため冷却の必要がある。
フレンチプレスは 20,000 psi の圧力で用いられる。一方、後者の化学的な方法として、sodium 
dodecyl sulfate （SDS）法、trichloroacetic acid （TCA）法がある [28, 29]。これらの方法は特殊
な機器を必要とせず簡便であるが、後処理が必要であるなど短所もある。いずれかの方法に
より細胞を破壊した後、遠心分離を行うことにより未破壊細胞を除去し、粗細胞壁画分（cell 
envelope）を得る。粗細胞壁画分には膜タンパク質、脂質、リポタンパク質が含まれるため化学
的処理及び酵素的処理により除去し、ペプチドグリカンの精製を行う必要がある。化学的処理
には、5% TCA 処理、formamide 抽出、4% SDS 処理が比較的よく用いられている [30-32]。
化学的処理後、目的に応じて酵素的処理を行うが、ペプチドグリカンはタンパク質分解酵素に
対して安定であることからプロテアーゼによる酵素的処理が用いられる。プロテアーゼとして、
pronase E または pronase P 、trypsin などが用いられるが、除去するタンパク質の性質により 
使い分ける必要がある [30, 33]。このような方法に従って細胞壁からペプチドグリカンを精製
する。その後、ペプチドグリカン構成アミノ酸の分析を行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 1-4      Isolation procedure of peptidoglycan from cell.
cell
non-broken cell
cytoplasmcell envelope
broken cell
peptidoglycan protein and amino acid
mechanical or chemical destruction
removal of non-broken cell
removal of cytoplasm
chemical and enzymatic processinga
supernatant
residue
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３－２ ペプチドグリカンのアミノ酸の分析： 従来法 
 
  A2pm の検出には全菌体を、その他は３－１で調製した細胞壁ペプチドグリカンを用いて行
う。アミノ酸の分析方法としては、TLC 法及び HPLC 法が一般的に使われている。以下に
A2pm 及びペプチドグリカン構成アミノ酸の分析に従来用いられている方法の特徴、続いて各
手法の問題点をまとめた。 
 
１）TLC 法： セルロースの TLC を用いた分析手法で、A2pm の異性体を区別し、絶対配置の
決定に用いられる [34]。全菌体の酸加水分解物を試料とし、L,L-A2pm と meso-A2pm を区別
できるため、簡便で迅速な方法として広く利用されている。また、Schon らは展開溶媒を検討し、
A2pm の 3 つの異性体を分離できる TLC の条件を見出した [35]。この方法では、L,L-体、 
meso-体及び D,D-体が TLC 上で 3 つのスポットに分離することが可能である。 
 
２）HPLC 法： この分析方法を用いたアミノ酸の絶対配置の決定法として、キラル固定相法、
キラル移動相法、及びキラル誘導体化法がある。目的化合物をピークとして認識できるため
TLC と比較して結果判定は容易である。各種アミノ酸の検出は標準品との保持時間の比較に
より行う。 
 
（1）キラルな充填剤を用いる方法（キラル固定相法） 
  試料をそのまま用いることが可能で、アミノ酸の立体異性体をキラルなカラムを用いて分
離、同定する方法である。この種のカラム（CROWNPAK CR (+) など）は一般的な 
octadecylsilyl （ODS）カラムなどに比べ非常に高価であり、カラムの選択には経験を必要と
する [36]。また、この方法は保持時間が長いアミノ酸のピークはかなり幅広くなり、鋭敏な分
析には適していない。 
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（2）キラルな試薬を加えた移動相を用いる方法（キラル移動相法） 
  試料をそのまま用いることが可能で、移動相にキラルな分子（N,N-di-n-propyl-L-alanine 
など）を添加し、アミノ酸を分離させ、同定する方法である [37]。この方法では誘導体化の必
要性がなく、試料を回収できる。 
 
（3）キラルな試薬によって誘導体化して用いる方法（キラル誘導体化法） 
  試料のアミノ酸をキラルな試薬によりジアステレオマー誘導体化し、通常のカラム（ODS 
カラムなど）を用いてそのアミノ酸誘導体の D,L-ジアステレオマーを分離、同定する方法で
ある。アミノ酸の回収には適さないが、（1）及び（2）の方法に比べ、コストがかからず、通常の
ＯＤＳ条件下で D,L-ジアステレオマーが良好に分離し、また感度も良い。A2pm の分析法と
し て よ く 用 い ら れ る 方 法 は 、 (+)-1-(9-fluorenyl)ethyl chromate (FLEC) 誘 導 体 化 法 、
1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-L-alaninamide（FDAA）誘導体化法（Marfey 法） [38-40]、また、
ペ プ チ ド グ リ カ ン 構 成 ア ミ ノ 酸 の 分 析 に は 、 2,3,4,6-tetra-o-acetyl-β-D-glucopyranosyl 
isothiocyanate (GITC) 誘 導 体 化 法 、 o-phthaldialdehyde （ OPA ） 誘 導 体 化 法 、
phenylisothiosyanate (PITC) 法が用いられている [41, 42]。 
  
 次に、TLC 法、HPLC 法の問題点についてまとめた。 
１）TLC 法： L,L-A2pm、meso-A2pm と D,D-A2pm のスポットを明確に分離し、絶対立体配置
を決定するのは困難である。これまで確立されているいずれの TLC 条件でも、分類に重要とさ
れる A2pm の 3 つの異性体と 3-OHA2pm を確実に検出し、区別することができない。操作性
の点では、TLC 法は特別な装置が不要で簡便な方法であるが、結果を得るまでに時間がかか
る、感度が低い、また得られた結果が不明瞭である、といった点が問題として挙げられる。明確
な識別をするために TLC を複数回繰り返して展開したり、溶媒系を改良したり、様々な検討が
行われているが、やはり感度と結果の明確さという点では課題が残る。 
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２）HPLC 法： HPLC 法では、保持時間を標準品（目的アミノ酸の標準品）と比較する必要があ
る。このため、標準品が入手できないアミノ酸については判別ができない。また、基準となるア
ミノ酸 1 種あるいは数種を内部標準として試料に添加し、その保持時間から検出される各ピー
クの同定を行う方法もあるが、実際に放線菌から調製した試料は各種アミノ酸の混合物であり、
特に全菌体を用いた場合、アミノ酸以外に多くの化合物が含まれる。このため、結果が不明瞭
で、判別が非常に困難となる。また、同一条件下で分析する場合でも、移動相の再調製やカラ
ムのロットが変わる等の変化によって、保持時間に誤差が生じるのは避けられない。実際は、
研究者が各々の研究室において異なる装置を用いて分析を行うのであるから、当然結果は異
なってくる。確実にアミノ酸の同定を行うために、各研究者は標準品を用いて HPLC 分析を行
い、各自の保持時間の基準を作成して初めて未知試料の分析を行うことができるようになるが、
そうして得られた結果も、時として不明瞭であり、また A2pm の各異性体や 3-OHA2pm 等、直接
標準品と比較ができないアミノ酸については、確実に同定を行うことは難しい。 
 
 さらに、細胞壁ペプチドグリカン構成アミノ酸について、解決すべき課題がある。それは、アミ
ノ酸の配列、特に架橋ペプチドのアミノ酸の種類と配列を決定できる確実な方法がないことで
ある。ペプチドグリカンのアミノ酸配列を決定する方法として現在使われているのは、細胞壁ペ
プチドグリカンを部分加水分解し、得られた様々な長さのペプチドを TLC の Rf 値及びニンヒド
リン試薬による呈色反応から判定する方法で、1972 年に Schleifer らが提唱したものである 
[16]。TLC 展開に数日間を要し、さらに判別には相当の経験が必要とされる。このため、細胞
壁ペプチドグリカンの構造決定は、非常に難しい領域とされ、現在もアミノ酸の配列未知の放
線菌が多数存在する。 
 
以上の従来法の特徴と問題点から、放線菌細胞壁ペプチドグリカン構成アミノ酸を分析す
る方法として望まれることは、次の 7 点である。 
① 全菌体から調製した試料を用いて、A2pm の確実な分離と絶対立体配置が決定できる。 
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② 試料の調製過程、分析条件等すべてにおいて簡便で、迅速に分析結果が得られる。 
③ 標準品との比較が不要である。 
④ HPLC 装置や分析条件によらず、常に確実なピーク同定ができる。 
⑤ 高感度で、極少量の試料で検出ができる。 
⑥ 細胞壁ペプチドグリカンを構成するすべてのアミノ酸を検出し、同時に絶対立体配置を決
定できる。 
⑦ 構成アミノ酸の配列を解明し、ペプチドグリカンの構造を決定できる。 
 
以上の点を考慮し、これまでの問題点を解決した理想的な分析法を確立するために、
LC/MS を用いた分析手法である改良 Marfey 法に着目し、検討を進めることとした。 
 
第４節 改良 Marfey 法 
 
  改良 Marfey 法は検出装置として LC/MS を使うため、各種アミノ酸を分子量情報で判別す
ることができる。すなわち標準品を必要とせず、また複数のアミノ酸が同じ保持時間であっても
はっきりと区別することができるため、多様性あるペプチドグリカンの分析に適した方法と考察
した。以下に改良 Marfey 法の概要をまとめた。 
 
４－１ LC/MS を用いた絶対立体配置決定法： 改良 Marfey 法 
 
 Marfey 法はFig. 1-5のように目的のアミノ酸を FDAA 誘導体化し、得られた誘導体を逆相の
HPLC 条件下で分析し、標品のアミノ酸誘導体との保持時間比較によりその絶対配置を決定
する方法である [43]。 
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 本手法では目的アミノ酸の標準品が必要となるため、標準品の入手が困難な異常アミノ酸
の分析には適していなかった。そこで Fujii らは Marfey 法に LC/MS を導入し、異常アミノ酸の
絶対立体配置も決定できる手法として改良 Marfey 法の確立を行った [44, 45]。この際に、
FDAA で誘導体化を行ったアミノ酸-2,4-dinitrophenylalaninamide (アミノ酸-DAA)誘導体は各
種インターフェースを用いた LC/MS においてイオン化効率が悪かったため、FDAA の
L-alaninamide が L-leucinamide に置換された 1-fluoro-2,4-dinitrophenylleucinamide (FDLA) 
が新しい誘導体化試薬として開発された。さらに Marfey 法では、ペプチド中の異常アミノ酸を
含めた構成アミノ酸の絶対立体配置を非経験的に決定するために、アミノ酸のラセミ化法が用
いられていたが、この作業は非常に手間や時間がかかり、また Thr や Ile など分子内に 2 つ以
Fig. 1-5      Derivatizaton procedure in Marfey’s method and 
the obtained HPLC chromatogram.
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上の不斉炭素を有する場合はエピマー混合物が得られてしまうといった問題があった。このラ
セミ化の問題を克服するために、D-あるいは L-体どちらか一方のアミノ酸から両方の DLA 誘
導体を調製できる D,L-FDLA 法が確立された [46]。本手法では Fig. 1-4 に示したように、誘導
体化試薬として L-FDLA と D-FDLA を用いることで、ラセミ化したものの L-FLDA 誘導体化する
ことと同じ分析結果を得ることができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４－２ 改良 Marfey 法を用いたアミノ酸の分析 
 
  改良 Marfey 法では、通常の加水分解によりペプチドを構成アミノ酸の混合物とし、これを
試料として用いる。この試料を二分し、一方は L-FDLA 誘導体化、もう一方は D-FDLA 誘導体
化し、LC/MS 分析を行い、目的とするアミノ酸の DLA 誘導体の分子量関連イオンのマスクロ
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マトグラムを得る。L-DLA と D-DLA 誘導体の分析結果から得られた目的アミノ酸の保持時間を
比較することで、その絶対立体配置を決定することができる。Fig. 1-7 には L-Ala に改良
Marfey 法を適用した例を示した。L-Ala の水溶液に 1M の NaHCO3 及び 1％L-FDLA アセトン
溶液を加え、37℃で 1 hr 反応させ、1 M HCl を添加して反応を停止後、アセトニトリルで希釈し
て LC/MS 分析を行った。LC/MS 分析はギ酸バッファーとアセトニトリルを移動相とし、インター
フェースとしては electrospray ionization (ESI)を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 目的アミノ酸である Ala-2,4-dinitrophenylleucinamide (Ala-DLA)誘導体の分子量が 383 であ
ることから、ESI 陰イオン検出のスキャンモードで測定したものから脱プロトン化分子（m/z 382）
のマスクロマトグラムを用いた。その結果、溶出順序は L-Ala-L-DLA → L-Ala-D-DLA であっ
た（Fig. 1-7）。 
Fig. 1-7      LC/MS analysis of L-Ala-DLA using  Advanced Marfey's method.
NH2 OH
O
F
N
H
NH2
ONO2
O2N
N
H
NH2
ONO2
O2N
NH
OH
O+
L-Ala
L or D-DLA
Ala-L or D-DLAAla
← 1 M NaHCO3 (20 μL)
← 1% FDLA acetone soln. (100 μL )
37 ℃, 1 hr
← 1 M HCl (20 μL)
ESI LC/MS analysis
negative scan mode
HPLC condition
column: YMC Pack Pro C18 
mobile phase: CH3CN-Formate buffer
gradient rate: 15%→85%, 20 min 
flow rate: 1.0 mL/min 
detection: UV 340 nm 
column temperature: 40℃
min5 10 15
5.
18
7
min5 10 15
7.
55
10
0
50
100
%
0
50
100
%
0
L-Ala-
L-DLA
L-Ala-
D-DLA
m/z 382
R
el
a t
iv
e 
in
te
n s
ity
R
el
at
i v
e 
in
te
ns
it y
 24 
 この溶出挙動は DLA 誘導体のコンフォメーション解析により説明できる [44, 45]。Fig. 1-8 に
示したように、FDLA で誘導体化されたアミノ酸は、leucinamide の有するアミノ基と Ala のアミノ
基が dinitrobenzen (DNB)の２つのニトロ基とそれぞれ水素結合しており、ジニトロベンゼン環
を含む 3 環性の平面（DNB 平面）を形成する。これによりアミノ酸及び leucinamide の各々のア
ミノ基は平面上に固定される形となり、各々のαプロトンも同様に平面上に位置している。よっ
て各々のアミノ基に結合している側鎖が平面から両側に突き出している状態となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L-Ala-L-DLA では、より疎水性が高い側鎖である leucinamide のイソブチル側鎖と Ala のメ
チル側鎖が DNB 平面に対して逆方向（trans）に位置するのに対し、L-Ala-D-DLA の場合には
同方向（cis）に位置している。よって、これらの誘導体を逆相 HPLC で分析すると、
L-Ala-D-DLA の方が、疎水性基が同じ方向に向いているために固定相との相互作用が強くな
り、保持が強くなると考察された。この分離機構の詳細な検討と結果については第２章で述べ
る。 
 
 
 
Fig. 1-8     Plausible conformation of L-Ala-DLA
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第５節 著者の方針 
 
 本研究では、放線菌化学同定において非常に重要な細胞壁ペプチドグリカンの構成アミノ
酸の分析において、従来法の問題点を解決した新しい方法を構築することを目的としている。
細胞壁ペプチドグリカン構成アミノ酸の理想的な分析法の条件を以下に示す。 
１） A2pm の絶対立体配置を確実に決定できる。 
２） 反応操作が簡便で、迅速に分析結果が得られる。 
３） 標準品が不要である。 
４） ＨＰＬＣ装置や分析条件に影響されない。 
５） 高感度である。 
６） 細胞壁ペプチドグリカン構成アミノ酸の一斉分析により、組成と絶対立体配置を決定
できる。 
７） 構成アミノ酸の配列決定が可能である。 
 
 放線菌の分野においてアミノ酸分析法として広く使われる方法となるためには、これらの条
件を満たす新しい分析法の確立が必要である。理想とする分析法の確立にむけて、著者は改
良 Marfey 法に着目し、放線菌細胞壁ペプチドグリカンの分析に用いるために解明すべき以
下の項目について、検討を行うこととした。 
 
 ・ 改良 Marfey 法において絶対立体配置を決定する際に要となる疎水性の見積もり方法の
確立 
 ・ 放線菌化学同定において最も重要な指標である A2pm について、L,L-、meso-、及び 
D,D-A2pm を明確に判断することができるか、またその他のジアミノ酸についても適用可
能であるか否かの検討 
 ・ 放線菌の全菌体及び精製細胞壁から調製した試料を用いて、ジアミノ酸の検出及び構成
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アミノ酸の絶対立体配置決定法の確立と、標準菌を用いた検証 
 
  本研究では、放線菌の化学同定におけるアミノ酸分析のために、上記課題を解明し、簡便、
高感度で再現性の良い新しい検出法を確立して、微生物学の分野にも改良 Marfey 法を適用
できるように検討を行った。以下に各章での検討項目をまとめた。 
  
１）Log D を利用する改良 Marfey 法（第２章） 
  第２章では、改良 Marfey 法の問題点である疎水性の見積もりを解決するために、側鎖の
構造を用いて算出した log D 値の利用を検討し、その数値化が適正であるか検証を行った。さ
らに、ｌog D を用いた絶対立体配置決定法の提案と、log D による未知化合物の保持時間の予
測について検討した結果を報告する。 
 
２）改良 Marfey 法のジアミノ酸への応用（第３章） 
  改良 Marfeｙ法の放線菌化学同定への応用を最終目的として、まず第３章ではジアミノ酸
の DLA 誘導体を用いた溶出挙動の検討を実施した。本手法が各種ジアミノ酸に適用できるこ
とを確認し、さらに新たな応用として、ジアミノ化合物合成における絶対立体配置確認法として
の提案を行った。 
 
３）改良 Marfey 法の放線菌化学同定への応用（第４章） 
 第３章を踏まえ、実際に放線菌の細胞壁ペプチドグリカンに含まれるジアミノ酸の検出方法
を確立するため、標準菌株を用いた検証を行った。さらにペプチドグリカンを構成する全アミノ
酸の絶対立体配置を一斉分析によって決定する方法の確立を行った。 
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第２章  Log D を利用する改良 Marfey 法 
 
放線菌の放線菌細胞壁ペプチドグリカンは多様性に富んでおり、その構成アミノ酸の種類
や絶対立体配置、さらにアミノ酸の配列を確実に決定することが重要である。様々なアミノ酸に
改良 Marfey 法を適用し、溶出挙動から絶対立体配置を決定するために、その溶出挙動を掌
るキラル分離の機構について解明することが必須である。絶対立体配置を非経験的に決定す
る方法である改良 Marfey 法において、L-DLA 誘導体と D-DLA 誘導体の分離機構には側鎖
の疎水性が大きく寄与している。Fig. 2-1 に示したように、DNB 平面により固定されたコンフォメ
ーションを有している DLA 誘導体は、その疎水性基の向きによって、ODS シリカゲルとの相互
作用の強さが異なり、保持時間に差が生じると考えられている [44, 45]。二級水酸基を有する
化合物の DLA 誘導体では、一級アミンやアミノ酸のようにニトロ基と水素結合をすることができ
ないが、(R)-1-hydroxyphenylethane-L-DLA を用いて nuclear Overhauser effect (NOE)を測定
した結果から、Fig. 2-1 のように DNB 平面を形成し、アミノ基と同様のコンフォメーションを有し
ていることが確認されている [47]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 2-1      Separation mechanism of amino acid derivatized with 
L- and D-FDLA based on their hydrophobicity.
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この分離機構を支持するためには、側鎖の疎水性を求め、溶出挙動との相関を示すことが
必要である。しかし、これまで側鎖の疎水性を見積もる適当な手段がなく、側鎖の構造から経
験的に予測するしかなかった。このため、正確な判断ができず溶出挙動の予測が困難な場合
には、改良 Marfey 法を適用することができなかった。 
本章では、目的とする不斉炭素に結合する側鎖の疎水性を見積もる方法を確立し、溶出挙
動との相関を確認することで、分離機構の検証を行うこととした。そこで疎水性を見積もる手段
として、側鎖の分配係数（log D）を算出することを試み、アミノ酸、一級アミン化合物及び二級
アルコール化合物について側鎖の疎水性比較と溶出挙動の相関について検討を実施した。 
 
第１節  不斉炭素における２つの置換基の疎水性見積もり法 
 
分子の疎水性は一般的に水とオクタノールの分配係数（log P）で表される。分子内に酸性
基や塩基性基がある場合は、溶液中でイオン化し、その分配は水-オクタノールの pH に依存
する。分配溶液の pH を考慮した分配係数が log D である [48]。目的化合物の DLA 誘導体
を LC/MS で分析する際には、目的ピークのピーク形状と MS でのイオン化効率を考え、酸性
条件下で分析が行われることが多い。よって、pH を考慮した log D を疎水性の値として用いる
こととし、LC/MS の移動相の pH での値を採用することとした。まず疎水性と log D 値の相関を
確認するために、ethane、propane、butane、pentane、hexane の 5 種のアルカンの構造式を
ACD/Log D suite (富士通)に入力し、pH 3.8 での各構造の log D 値を求めた。その結果、Fig. 
2-2 に示したように、炭素数の増加に伴い log D の値も大きくなり疎水性が増加していることが
示された。 
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ACD/Log D suite を用いて側鎖の構造より算出した log D 値から疎水性を予測し、さらに
DLA 誘導体の分離機構が側鎖の疎水性の比較に基づいたものであることを確認するため、
Fig. 2-3 に示したように、R1 にメチル基、R2 に長さの異なるアルキル基を有する二級アルコー
ル化合物のジアステレオマーの DLA 誘導体を用いて検討を行った。Log D 値の算出は、不
斉炭素に結合している側鎖の構造式を各々ACD/Log D suite に入力して求めた。Table 2-1
に示したように、2-butanol、2-pentanol、2-hexanol、2-heptanol、そして 2-octanol を用いて側鎖
の疎水性の比較を行った。R1 は共通してメチル基を有しているので、log D は 1.09 と一定の値
である。一方、アルキル側鎖はその長さによって log D の値が大きくなっていくのが確認された。
次に各化合物を FDLA 誘導体化し、ODS 条件下で分析した結果、アルキル鎖が長くなると
DLA 誘導体の溶出時間（tR）も遅くなり、また R 体と S 体の保持時間の差（⊿tR）が大きくなっ
た。側鎖の log D は R1（1.09）より R2 が大きい値を示しており、その差（⊿log D）はアルキル鎖
の長さに比例して増加することから分析結果より求めた溶出挙動と相関が認められた。さらに、
R 体の DLA 誘導体では疎水性基が DNB 平面に対して trans 型となり、分離機構から予測さ
れる溶出順序と実際に DLA 誘導体を用いた分析結果が一致することが確認された。また、
Table 2-1 中の 1-phenylethanol と 1-phenylpropanol についても、フェニル基（R2; log D = 2.22）
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Fig. 2-2     Correlation between log D and alkyl chain length.
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とアルキル基(R1) の log D 値から求めた疎水性が溶出挙動を反映しており、疎水性に基づい
た分離機構を支持する結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
X = OH or NH2
log D (R1) = log D (R1-H) = log D (CH4) = 1.09
log D (R2) = log D (R2-H) = log D (C5H12) = 3.41
OH
R2R1
X
Fig. 2-3     Structures of secondary alcohols and primary amines, and 
estimation method of log D for 2-heptanol.
a Log D of side chains of alcohol compounds
b Δlog D = log D (R2)–log D (R1)
c The retention time of R-alcohol compound derivatives
d The retention time of S-alcohol compound derivatives
e ΔtR = tR (S)-tR (R). 
HPLC condition: TSK gel ODS-80TS (150 x 4.6 mm i.d.), Acetonitrile-0.01M TFA (pH 3.0)
DLA derivatives log D (R1) a log D  (R2) a ⊿log D b
expected
elution order tR (R ) 
c tR (S ) d ⊿tR e
observed
elution order
2-butanol 1.09 1.82 0.73 R →　S 21.5 21.8 0.3 R →　S
2-pentanol 1.09 2.35 1.26 R →　S 25.0 25.7 0.7 R →　S
2-hexanol 1.09 2.88 1.79 R →　S 28.4 29.5 1.1 R →　S
2-heptanol 1.09 3.41 2.32 R →　S 31.7 33.1 1.3 R →　S
2-octanol 1.09 3.94 2.85 R →　S 35.1 36.6 1.5 R →　S
1-phenylethanol 1.09 2.22 1.13 R →　S 23.9 25.9 2.0 R →　S
1-phenylpropanol 1.82 2.22 0.40 R →　S 27.2 29.1 1.9 R →　S
Table 2-1     Log D of the DLA derivatives of secondary alcohols and their elution behavior, 
retention time, Δlog D and elution order.
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第２節 各種アミノ酸の log D とその溶出挙動 
 
次に、アミノ酸を用いた検討を行った。アミノ酸ではカルボキシル基（log D = -0.87）ともう一
方の側鎖の log D を算出し、その差（⊿log D=log D (R)-(-0.87)）と LC/MS 分析での保持時間
及び溶出順序を比較した（Table 2-2）。⊿Log D が正の値のとき、つまり側鎖 R の疎水性がカ
ルボキシル基より高い場合は溶出順序が L→D となり、逆に負の値となりカルボキシル基の疎
水性が高い場合は D→L となった。また、値の大きさはＬ-体と D-体の保持時間の差とほとんど
のアミノ酸で相関があり、直線性が認められた。Thr と Phe がこの直線からはずれていたが、前
者はメチル基の立体、後者はフェニル基の影響により ODS シリカゲルとの相互作用に変化が
生じていると推定している。 
塩基性アミノ酸を通常の反応条件で FDLA 誘導体化を実施した場合、Hys は mono-DLA
誘導体と bis-DLA 誘導体が 7 ： 1 の割合、また Lys は mono-DLA 誘導体と bis-DLA 誘導体
ほぼ等量の割合で生成していることが LC/MS 分析した結果から確認された。bis-DLA 誘導体
の log D の算出には、末端のアミノ基に結合した DLA も含め、側鎖の構造を ACD/Log D suite
に入力した。Fig. 2-4 に示したように、Lys の mono-DLA 誘導体ではアルキル側鎖の log D は
-2.17 でカルボキシル基より値が小さい。よって、mono-DLA 誘導体は⊿log D が-1.30 で負の
値となる。実サンプルを用いた試験では溶出順序は D→L となり、他のアミノ酸と同様に⊿log 
D の正負と溶出順序の相関が認められた。一方 bis-DLA 誘導体ではアルキル鎖の末端に
DLA が結合したことにより log D は 5.63 と疎水性が大きくなり、⊿log D は 6.50 で正の値を示
した。またこのときの溶出は L→D であった。同様に、His についても mono-DLA 誘導体と
bis-DLA の各々の側鎖について log D を算出した結果、Table 2-2 に示したように疎水性の差
が溶出順序を反映している結果となった。本検討結果から、側鎖の log D 値から求めた疎水
性が溶出挙動を反映しており、疎水性に基づいた分離機構がアミノ酸や Lys 等のジアミノ酸に
も適用できることが明らかとなった。このことは、放線菌細胞壁ペプチドグリカンにも含まれてい
る各種ジアミノ酸についても、側鎖の疎水性の見積もりと溶出挙動から容易に絶対立体配置
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が決定できることを示唆する結果となった。分子内に 2 つの不斉炭素を有するジアミノ酸の溶
出挙動解明については、第３章で述べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lys-DLA
-0.87
-2.17 5.63
Lys-(DLA)2
NH
O
OH
N
H
NH2
ONO2
O2N
N
H
NH
NH2
O
NO2O2N
-0.87
NH
O
OH
N
H
NH2
ONO2
O2N
NH2
＊
＊
DLA derivatives log D (R) a ⊿log D  b
expected
elution order tR (L) 
c tR (D) d ⊿tR e
observed
elution order
alanine 1.09 1.96 L → D 5.19 7.56 2.37 L → D
valine 2.35 3.22 L → D 7.49 12.19 4.70 L → D
leucine 2.70 3.57 L → D 9.18 14.59 5.41 L → D
isoleucine 2.88 3.75 L → D 9.29 14.64 5.35 L → D
allo-isoleucine 2.88 3.75 L → D 9.11 14.62 5.51 L → D
methionine 1.42 2.29 L → D 6.54 10.23 3.69 L → D
phenylalanine 2.68 3.55 L → D 8.94 12.84 3.90 L → D
serine -0.72 0.15 L → D 3.64 4.30 0.66 L → D
threonine -0.19 0.68 L → D 3.80 6.29 2.49 L → D
allo-threonine -0.19 0.68 L → D 3.86 4.95 1.09 L → D
glutamic acid 0.20 1.07 L → D 4.16 5.07 0.91 L → D
aspartic acid -0.33 0.54 L → D 3.99 4.61 0.62 L → D
arginine -2.43 -1.56 D → L 3.30 3.25 -0.05 D → L
lysine (mono) -2.17 -1.30 D → L 4.04 3.04 -1.00 D → L
histidine (mono) -2.19 -1.32 D → L 3.02 2.70 -0.32 D → L
lysine (di) 5.63 6.50 L → D 15.27 17.77 2.50 L → D
histidine (di) 2.36 3.23 L → D 11.93 13.70 1.77 L → D
a Log D of side chains of amino acids
b Δlog D = log D (R)–log D (α-carboxyl group, -0.87)
c The retention time of L-amino acid derivatives
d The retention time of D-amino acid derivatives
e ΔtR = tRD-tRL
HPLC condition: YMC-AM (100 x 4.6 mm i.d.), Acetonitrile-formic buffer (pH3.8)
Table 2-2      Log D of the DLA derivatives of amino acids and their elution behavior, 
retention time, Δlog D and elution order.
Fig. 2-4     Comparison of log D between Lys-DLA and Lys-(DLA)2.
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第３節 Log D を用いた絶対立体配置決定法の提案 
 
 二級アルコール化合物及びアミノ酸について、各側鎖の log D 算出による疎水性の予測及
び DLA 誘導体の溶出挙動との相関を確認できた。この結果に基づいて log D を用いた改良
Marfey 法による絶対立体配置決定方法を一般的な化合物に適用するため以下の手順を構
築した。 
① 側鎖の log D を算出する（疎水性の予測）。 
② L-DLA 誘導体において疎水性の高い FDLA のイソブチル基と化合物の疎水性が高い
側鎖を DNB 平面に対して trans の位置に置く。 
③ この時のアミノ基あるいは水酸基が結合している不斉炭素の立体を導き出す。 
④ ③で求めた立体配置をとる場合に、化合物の L-DLA 誘導体が D-DLA 誘導体より先に
溶出される。 
⑤ 実際に化合物の L-及び D-DLA 誘導体を調製し、溶出順序を確認する。 
例えば、Fig. 2-5 に示したようにこの手法を phenylalaninol に適用した場合、側鎖の log D の
比較から疎水性が高いと判断されたベンジル基側を trans 型になるように配置する。この時の
phenylalaninol立体はＳであるので、L-DLA誘導体は(S)-L-DLA, (R)-L-DLAの順に溶出され、
また S 体の L-及び D-DLA 誘導体を調製し、分析を行うと(S)-L-DLA, (S) -D-DLA の順に溶出
されることが予測できる。もし、立体配置が R だった場合は(R)-D-DLA、(R)-L-DLA の順に溶出
される。実際に、(R)-及び(S)-Phenylalaninol を FDLA 誘導体化し、ODS カラムの保持時間を
比較した結果 S 体-L-DLA は 21.4 min、R 体-L-DLA は 25.9 min となり、log D から予測した溶
出順序と一致する（Table 2-3）。同様の検討を各種一級アミン化合物について行った結果、い
ずれの化合物についても矛盾なく log D から予測される溶出順序と誘導体の分析結果の比較
から絶対立体配置が決定できることが示された。 
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以上検討から、アミノ酸、一級アミン及び二級アルコール化合物のいずれについても、側鎖
の log D から疎水性の大きさを求め、それを基に予測されるジアステレオマーの溶出順序と実
際に誘導体の LC/MS 分析を行った結果を比較することで容易に絶対立体配置を決定できる
phenylalaninol
OH
NH2
-0.722.68
log D = 2.68
log D = -0.72
S
log D = 2.70
log D = -1.51
(a) (b)
OH
H
NH2
O
H
DLA derivatives log D (R1) a log D  (R2) a ⊿log D  b
expected
elution order tR (S) 
c tR (R) d ⊿tR e
observed
elution order
alaninol 1.09 -0.72 1.81 S　→　R 13.2 16.8 3.6 S　→　R
2-amino-1-butanol 1.82 -0.72 2.54 S　→　R 15.2 20.3 5.1 S　→　R
leucinol 2.70 -0.72 3.42 S　→　R 20.7 27.8 7.1 S　→　R
phenylalaninol 2.68 -0.72 3.40 S　→　R 21.4 25.9 4.5 S　→　R
phenylglycinol 2.22 -0.72 2.94 S　→　R 18.2 23.6 5.4 S　→　R
APP 1.03 -0.72 1.75 R　→　S 20.6 17.0 -3.6 R　→　S
NE 1.03 1.09 -0.06 S　→　R 23.7 27.6 3.9 S　→　R
1-phenylethylamine 2.22 1.09 1.13 R　→　S 31.4 29.5 -1.9 R　→　S
APP: 2-amino-1-phenyl-1,3-propandiol, NE: 2-amino-1-phenyl-1-propanol
a Log D of side chains of amino compounds
b Δlog D = log D (R1)–log D (R2)
c The retention time of R-amino compound derivatives
d The retention time of S-amino compound derivatives
e ΔtR = tR (R)-tR (S). 
HPLC condition: TSK gel ODS-80TS (150 x 4.6 mm i.d.), Acetonitrile-0.01M TFA (pH 3.0)
Table 2-3      Log D of the DLA derivatives of primary amines and their elution 
behavior, retention time, Δlog D and elution order.
Fig. 2-5    (a) Estimation of log D of the two substituents of phenylalaninol.  
(b) trans-type arrangement of the more hydrophobic substituents at 
asymmetric carbons.
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ことが確認された。分配係数 log D から見積もられる疎水性を利用した改良 Marfey 法は、様々
な化合物の絶対立体配置決定に非常に有効な手法であると考えられる。 
 
第４節 Log D による保持時間の予測 
 
４－１ アミノ酸及びペプチドの log D と保持時間の相関 
 
 さらに、各種アミノ酸とペプチドを用いて、log D の値と ODS 条件化で HPLC 分析した化合物
の保持時間との関係について検討を行った。Fig. 2-6 (a)にはアミノ酸、(b)にはジペプチドとテ
トラペプチドの log D と DLA 誘導体の保持時間の相関を示した。アミノ酸 13 検体のうち塩基
性アミノ酸である Arg、His、Lys の 3 検体の相関がわずかにずれているため、相関係数は
0.827 と少し低い値であったがほぼ直線性が得られた。また(b)ではジペプチド 9 検体とテトラペ
プチド 2 検体をあわせてプロットした結果、R2=0.979 とかなり良い相関を示した。両者の相関直
線を比較すると、傾きが 0.430 と 0.420 で非常に近い値であり、切片の値がジペプチド以上の
ペプチドの場合に小さくなることが明らかとなった。 
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   この現象の理由として、2 つ以上のアミノ酸が結合すると、アミド結合の数が増えるために
分子単位の疎水性が減少し、log D の値が小さくなることが考えられた。アミド結合の log D
に及ぼす影響を確認するために、Table 2-4 のような分子構造を用いて log D の算出を行っ
た。まず Ala-DLA では log D の値は 3.39、末端カルボン酸をアミドに変更し、炭素鎖を追加
した構造では log D は 3.76 とほぼ近い値を示していた。さらに Ala-Ala-DLA の構造で計算
すると log D は 1.36 となり、カルボン酸が 1 ユニット増加したために疎水性が低下したことが
確認できた。さらに、もう１つ Ala を追加し Ala-Ala-Ala-DLA にした場合の log D は 1.31 と
なり、ほとんど Ala-Ala-DLA の log D と変わらなかった。この結果、カルボン酸がアミドに変
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Fig. 2-6 Correlation between log D and retention time for (a) usual 
amino acids and (b) dipeptides and tetrapeptides.
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わる影響はほとんどなく、またアミド結合数が増えることによる log D の変化もないことが理解
される。log D の変化は末端のカルボン酸によるところが大きく、Ala の数が 2 つ、3 つと増加
しても、末端カルボン酸は 1 ユニットと共通であるため、ほぼ同じ log D の値が示されたと考
察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この log D を用いた保持時間の予測ができることにより、今後さらに様々な未知の化合物に
ついて改良 Marｆey 法を応用できるようになると期待される。特に、異常アミノ酸を含むペプチ
ド化合物や新規放線菌の細胞壁ペプチドグリカンの部分加水分解等、標準品がないアミノ酸
やペプチドが含まれる場合でも、分子の log D を算出することでおよその溶出時間を推定する
ことができる。また、例えばペプチド化合物の分解物等を分析する際に、試料中にペプチドと
同じ分子量を有する夾雑物が存在する場合が想定されるが、目的化合物のマスクロマトグラム
で観察されたピークが log D より予測された適当な保持時間と解離が大きい場合、そのピーク
は夾雑物由来として無視することができる。以上の結果から、log D による保持時間の予測は
新規なペプチド化合物や放線菌細胞壁ペプチドグリカンの分析において有力な構造情報とな
りうる。 
Structure log D
3.39
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1.36
1.31
N
H
OH
O
DLA
N
H
N
H
O
DLA
N
H
N
H
O
DLA
OH
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H
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N
H
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O
Table 2-4     Log D of the DLA derivatives of 
eptides composed of alanine.
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４－２ microcystin-LR の微生物分解物の保持時間予測   
 
Log D を用いた保持時間の予測の実施例として、microcystin-LR (MCLR)の微生物分解物
の同定を行った。MCLRはラン藻類が生産する環状ペプチドで、微生物によって分解され、開
環したもの（Adda-Glu-Mdha-Ala-Leu-MeAsp-Arg）、テトラペプチド(Adda-Glu-Mdha-Ala)、と
Adda の 3 化合物が生成することが知られている [49]。これらは Adda が有する共役系由来の
UV 吸収を HPLC 分析により検出されており、それ以外の分解生成物については未解明であ
った。そこで、高い加水分解能を有するバクテリアB-9株 [50]を用いて、MCLRの微生物分解
を行い、生成した分解物の同定を試みた。このためには、分解により生成されるアミノ酸やペ
プチドを検出し、標準品と比較することなく同定する分析方法の確立が必要であった。そこで、
B-9 株により分解されて得られたアミノ酸、ペプチド類の検出に、改良 Marfey 法を用いることと
した。分解生成物の DLA 誘導体を LC/MS で分析し、観察されたピークの分子量から、テトラ
ペ プ チ ド ； Adda-Glu-Mdha-Ala 、 Adda-Glu-Mdha 、 ト リ ペ プ チ ド ； Glu-Mdha-Ala 、
Leu-MeAsp-Arg、ジペプチド；Glu-Mdha、Mdha-Ala、MeAsp-Arg、及びアミノ酸 Adda、Arg、
methylamine が分解生成物として推定された。これらのアミノ酸、ペプチド類が実際に MCLR
由来の分解生成物であるかどうか検証するために、log D から疎水性を算出し、保持時間を予
測することとした。まず入手可能な Adda、Ala 及び Arg の DLA 誘導体を用いて、log D と保持
時間の相関を求めた。次に未知の分解生成物について、log D 値から予測される保持時間を
上記 3 アミノ酸の保持時間を基に算出した。Table 2-5 は推定される分解生成物の log D と予
測された保持時間、及び実測した保持時間を示した。MeAsp-Arg と Mdha-Ala は LC/MS 分析
において相当するプロトン化分子によるマスクロマトグラムにおいてピークが検出されたが、予
測された保持時間と比較すると検出されたピークの保持時間との乖離が大きいことが判明した。
つまり LC/MS のクロマト上で観察されたこれらのピークは、MeAsp-Arg と Mdha-Ala の 2 化合
物とは一致せず、よって MCLR 由来の分解生成物ではないことが示唆された。 
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Fig. 2-7    Structure of microcystin-LR.
peptide / amino acid log D predicted observed
Adda-Glu-Mdha-Ala 6.05 15.6 16.7
Adda-Glu-Mdha 6.70 16.3 15.5
Adda-Glu 6.87 16.4 ND
Glu-Mdha-Ala 1.81 11.3 12
Glu-Mdha 2.51 12.0 12.4
Mdha-Ala 2.91 12.4 16.8
Leu-MeAsp-Arg 1.65 11.2 10.5
Leu-MeAsp 5.35 14.8 ND
MeAsp-Arg 0.33 10.0 16.9
Adda 8.93 18.4 18.8
Glu 3.09 12.6 ND
methylamine 4.79 14.4 13.2
Ala 4.09 13.6 ND
Leu 5.50 15.0 ND
MeAsp 4.07 13.5 ND
Arg 0.88 10.5 10.1
retention time (min)
Table 2-5      Log D and predicted and observed retention times of 
constituent peptides and amino acids from microcystin-LR.
 40 
  MCLR の分解生成物の検出及び同定において、log D を用いた保持時間の予測は、同一
分子量の夾雑物のような偽ピークを排除し、目的化合物に由来するピークを確実に選択する
ための優れた方法である。MCLR の分解生成物においては、入手可能なアミノ酸 3 化合物を
用いて log D と保持時間の相関を求め、それを基に未知の様々なペプチドの保持時間を予測
した。ある分析条件で log D と保持時間の相関を求めれば、同一分析条件において分析する
未知化合物の保持時間を容易に予測できることが、この手法の利点である。 
 
第５節 まとめ 
 
 本章では、改良 Marfey 法により絶対立体配置を決定する際に問題となっていた疎水性の見
積もりを解決するため、ACD/Log D suite を用いて不斉炭素に結合している側鎖の log D を算
出し、疎水性を数値として見積もる方法を提案した。この方法は検証に用いた一級アミン化合
物、アミノ酸及び二級アルコール化合物に対して適用できることを確認した後、疎水性の予測
から溶出順序を求め、絶対立体配置を決定する以下の手順を構築した。 
 
１） 側鎖の log D を算出する（疎水性の予測）。 
２） L-DLA 誘導体おいて疎水性の高い FDLA のイソブチル基と化合物の疎水性が高い
側鎖を DNB 平面に対して trans の位置に置く。 
３） この時のアミノ基あるいは水酸基が結合している不斉炭素の立体を導き出す。 
４） ３）で求めた立体配置をとる場合に、化合物の L-DLA 誘導体が D-DLA 誘導体より先
に溶出される。 
５） 実際に化合物の L-及び D-DLA 誘導体を調製し、溶出順序を確認する。 
 
  さらに、目的化合物の DLA 誘導体分子全体の log D 値は、溶出時間の予測に利用できる
ことが確認された。本研究では、アミノ酸、ジペプチド及びテトラペプチドを用いて検討を行い、
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アミノ酸群とジペプチド・テトラペプチド群で各々疎水性と保持時間に直線的な相関が得られ
た。この結果により放線菌の細胞壁ペプチドグリカンより得られる様々なペプチドは、標準品な
しに溶出時間を予測することが可能となった。さらに、LC/MS 分析データを解析する際に、同
一分子量を有する夾雑物がサンプルに混在している場合でも、直線性の相関にあてはまらな
いものを除外することができる。今後、さらにアミノ酸以外の化合物についても本手法の適用
拡大が可能であると考えている。 
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第３章  改良 Marfey 法のジアミノ化合物への適用 
   
放線菌細胞壁ペプチドグリカンを構成するアミノ酸の中で、特に分類の重要な指標となるの
は A2pm、Lys、Orn、A2bu といったジアミノ酸である。第１章で述べたように、放線菌はペプチド
グリカンのタイプによって A 型と B 型に分けられ、テトラペプチド鎖の position 3 及び架橋ペプ
チドの種類によってさらに細かく分類される。A 型のペプチドグリカンの position 3 には A2pm、
Lys、Orn、A2bu のいずれかのジアミノ酸が存在し、その絶対立体配置は原則として L-体、
A2pm は L,L あるいは meso 体である。B 型のペプチドグリカンでは、position 3 には Lys、 Orn
等のジアミノ酸以外にも Ala、Hsr のようなアミノ酸が存在し、これらのアミノ酸の絶対立体配置
も A 型と同じく L-体である。さらに A 型、B 型とも架橋部分には L-体、D-体のいずれのジアミノ
酸も存在することが知られており、ジアミノ酸の種類の同定と絶対立体配置の決定は、ペプチ
ドグリカン構造を用いて放線菌を分類する上で非常に重要な要素となる。 
上記ジアミノ酸の中で最も多くの放線菌に存在するのが A2pm である。A2pm はペプチドグ
リカンに特有なアミノ酸で、分子内に 2 個の不斉炭素を有し、かつ対照面を持つことから L,L-
体、D,D-体、そして meso-体の 3 種の立体異性体が存在する（Fig. 3-1）。これまで、A2pm は 
TLC や HPLC により分析されてきたが、本研究ではアミノ酸の絶対配置決定に非常に有効
とされている改良 Marfey 法を用いて分析を行うことにした。改良 Marfey 法が meso-体を含
むアミノ酸へ適用された例は少なく、ペプチドグリカンの分析に本手法を適用するためには、 
A2pm の溶出挙動の解明が必須であった。本研究では、A2pm の溶出順序を決定し、改良 
Marfey 法が A2pm の絶対配置決定に有効か否かを検討した。 
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NH2 NH2
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O
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O
NH2 NH2
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O
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NH2 NH2
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O
L,L-A2pm D,D-A2pmmeso-A2pm
Fig. 3-1     Structure of A2pm (diaminopimelic acid) stereoisomers
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第１節 A2pm の溶出挙動 
 
１－１ キラルカラムを用いた HPLC による A2pm 各立体異性体の精製 
 
A2pm の溶出順序を決定するためには各立体異性体の標品が必要となる。しかし、唯一購
入できるものとしては L,L-体、D,D-体、meso-体の各立体異性体が混合物であることから、キラ
ルカラム（CROWNPAK CR (＋)）を用いた HPLC により A2pm の分取を行った。Fig. 3-2 に
示す HPLC クロマトグラフでは 3 種のピークが観察され、これらを分取した。得られた各異性体
は文献記載のデータと比較して、それぞれのピークを帰属した [36]。その結果、D,D-体、
meso-体、L,L-体の順で溶出されることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2      Separation of the three isomers of A2pm using HPLC.
A2pm-mixture
HPLC preparation (column, CROWNPAK CR(+))
meso, L,L-, D,D-A2pm fr. (aq. HClO4)
added to CH3CN 
solid phase extraction (column; ZIC-HILIC)
eluted with H2O
meso-, L,L-, D,D-A2pm fr.
lyophlized
D,D-A2pm
meso-A2pm
L,L-A2pm
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１－２ 改良 Marfey 法を用いた A2pm の検出と溶出挙動 
 
A2pm-DLA の溶出順序を決定するため、分取した各 A2pm に改良 Marfey 法を適用し、
溶出順序の決定を行った。各 A2pm の水溶液に 1 M NaHCO3 及び 1% L-FDLA （アセトン
溶液）を加え、1 hr、37℃ で加温した。1 M の HCl を加えて反応を停止し、留去後、適量の
アセトニトリルに溶解させ、水/ギ酸/アセトニトリルを移動相とし、ESI-LC/ITMS における m/z 
777.29 [M−H]−を用いる selected ion monitoring (SIM) により検出した。この条件下、改良 
Marfey 法における A2pm の溶出順序は meso-A2pm に次いで L,L-A2pm、D,D-A2pm である
ことが確認された（Fig. 3-3）。さらに、改良 Marfey 法がペプチドグリカンの分析に適用可能か
検討するため、ペプチドグリカン構成アミノ酸である  Ala、Glu、A2pm の混合水溶液に 
L-FDLA を加えて誘導体化し、各アミノ酸の DLA 誘導体の [M−H]− を SIM により検出し
た。その結果、すべてのアミノ酸を検出、また、その溶出順序から絶対配置の決定が可能であ
った（Fig. 3-4）。よって、ペプチドグリカンへの適用も可能であると考えられた。また、A2pm の
良好な分離を目指して水/ギ酸/メタノールを移動相として分析条件の最適化を行ったが、この
条件下では 3 つの立体異性体を分離することができなかった。 
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Fig. 3-3      Elution behavior of A2pm-DLA derivatives using LC/MS. 
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今回得られた結果は、第４章で述べる放線菌の標準株を用いて確認した溶出挙動と一致し
ていることから、改良 Marfey 法における A2pm の溶出挙動は meso-A2pm、L,L-A2pm、
D,D-A2pm であることが明らかとなった。よって、改良 Marfey 法は A2pm の絶対配置決定に
有効であり、ペプチドグリカンの分析についても適用可能であることが示唆された。 
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Fig. 3-4    Simultaneous analysis of amino acids 
derivatized FDLA using LC/MS.
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第２節 A2pm 関連化合物の溶出挙動 
 
前節の実験により、改良 Marfey 法における A2pm の溶出順序は meso-体、L,L-体、D,D-
体であることが確認された。しかし、これまで改良 Marfey 法は meso-体を含むアミノ酸への
適用はほとんどなされておらず、その溶出挙動が規則性を有しているのか不明であった。よっ
て、その溶出挙動を精査するため、その分子内に 2 個のアミノ基とカルボキシ基を有する 
A2pm 関連化合物へ改良 Marfey 法を適用し、溶出挙動を比較した（Fig. 3-5）。今回用いた 
A2pm 関連化合物は、入手可能な meso-体を有するアミノ酸である。しかし、すべての立体異
性体を入手できなかったため、ラセミ化法及び D,L-FDLA 法 [46]を組み合わせることにより
溶出順序の決定を試みた。また、各アミノ酸の DLA 誘導体の分離が困難となることが予想さ
れるため、水/ギ酸/アセトニトリル（アセトニトリル系）及び水/ギ酸/メタノール（メタノール系）を移
動相として分析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
Fig. 3-5     Structure of A2pm related diamino acids, DAS, Cys, SeCys, 
and HomoCys.
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２－１ selenocystine 及び homocystine の溶出挙動 
 
selenocystine（SeCys）及び homocystine（HomoCys）は、L,L-体、D,D-体、meso-体の混合物 
（SeCys-mixture, HomoCys-mixture）及び L,L-体が入手可能である。 
そこで、D,L-FDLA 法を適用することで SeCys 及び HomoCys の溶出順序を決定できる
と考え、検討を行うこととした（Fig. 3-6）。まず、異性体混合物に L-FDLA を用いて誘導体化
を行い、3 つのピークを確認する。次いで、L,L-体に L-FDLA を用いて誘導体化し、3 つのピ
ークから L,L-体のピークを同定する。最後に L,L-体を D-FDLA により誘導体化し、擬似的に 
D,D-体と同じ挙動を示す DLA 誘導体を作り出し、残る 2 つのピークから D,D-体のピークを同
定する。よって、残る 1 つのピークは meso-体となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
meso- L,L- D,D-
L,L-
D,D-
diamino acid-mixture-L-DLA
L,L-diamino acid-L-DLA
L,L-diamino acid-D-DLA
(= D,D-diamino acid-L-DLA)
Fig. 3-6      Production of anothre enantiomer from a known 
enaitiomer using D,L-FDLA derivatization method
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  上述した方法に従い、SeCys 及び HomoCys の FDLA 誘導体化を行い、ESI-LC/ITMS 
における m/z 923.11 [M−H]− 及び 855.25 [M−H]−を用いた SIM により検出し、溶出順序の
決定を行った。SeCys-mixture は移動相にアセトニトリル系またはメタノール系を用いても 3 つ
のピークを確認することができ、メタノール系を用いた場合、より良好に分離された（Fig. 3-7）。
次に、L,L-SeCys を L-FDLA 及び D-FDLA を用いて誘導体化し、L,L-体及び D,D-体のピー
クの同定を行った。これらの結果、SeCys の溶出挙動は L,L-体、meso-体、D,D-体であることが
確認された。同様に、HomoCys の分析も行った（Fig. 3-8）。SeCys と同様に HomoCys にお
いても移動相にメタノール系を用いたほうが良好に分離された。しかし、その溶出挙動は移動
相により異なることが確認された。移動相にアセトニトリル系を用いた場合、その溶出挙動は 
meso-体、L,L-体、D,D-体であるが、メタノール系を用いた場合では L,L-体、meso-体、D,D-体で
あった。 
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Fig. 3-7      Mass chromatograms of the DLA derivatives ([M-H]- at m/z 923) 
of SeCys isomers using LC/MS.
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Fig. 3-8      Mass chromatograms of the DLA derivatives ([M-H]- at m/z 855) of 
HomoCys isomers using LC/MS.
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２－２ Cystine 及び Diaminosuccinic acid の溶出挙動 
 
入手可能な異性体としては、cystine（Cys）では L,L-体、diaminosucinic acid（DAS）では 
meso-体のみである。 ２－１ で示したように D,L-FDLA 法を用いても meso-体から L,L-体及
び D,D-体、また、L,L-体から meso-体と同じ溶出挙動を示すような DLA 誘導体を作り出すこ
とはできない。そこで、Fig. 3-9 に示したラセミ化法と D,L-FDLA 法を組み合わせることで Cys 
及び DAS の溶出順序を決定できると考えた。Cys の溶出順序決定法は、まず、塩基性条件
下で、L,L-Cys に無水酢酸を加え、L,L-Cys のアセチル化を行う。N-アセチル化された Cys 
はオキサゾロン環を形成すると同時にラセミ化する。この反応生成物を加水分解して脱アセチ
ル化を行い、Cys-mixture を得る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-9      Combination of racemization and DL-FDLA derivatization method
for formation of unavailable stereoisomers.
L,L-Cys (50 mM, 50 μL)
← triethylamine (50 μL)
← acetic anhydride (20 μL)
60℃, 1 hr
← 6 M HCl (200 μL)
110℃, 12 hr
← 1 M NaHCO3 (20 μL)
← 1% L-or D-FDLA acetone soln. 
(50 μL)
37℃, 1 hr
← 1 M HCl (20 μL)
Cys-mixture-DLA
ESI-LC/ITMS
SIM (neg. m/z 827.22)
Residue
Residue
[racemization]
[racemization]
L,L-
L,L-
L,L-
D,D-
D,D-
D,D-
meso-
meso-
Cys-mixture-L-DLA
Cys-mixture-D-DLA
L,L-Cys-L-DLA
L,L-Cys-D-DLA (≒D,D-Cys-L-DLA)
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次いで、Cys-mixture を L-FDLA 及び D-FDLA を用いて誘導体化し、ESI-LC/ITMS 分
析を行う。ラセミ化により生成する各立体異性体の比率は L,L-体と meso-体がおよそ 1 対 1 で、
わずかに D,D-体が含まれると考えられる。よって、L-FDLA 誘導体化して得られた 2 つの大き
なピークは L,L-体及び meso-体である。D-FDLA 誘導体化して得られたピークパターンと比
較して、シフトしていないピークは meso-体、シフトしたピークは L,L-体となる。さらに、L,L-Cys 
に D,L-FDLA 法を適用し、L,L-体及び D,D-体の溶出挙動を確認することでより確実な溶出挙
動を確認することができる。実際に、この方法を Cys に適用し、ESI-LC/ITMS における m/z 
827.22 [M−H]−を用いる SIM により検出し、溶出順序の決定を行った（Fig. 3-10）。Cys は移
動相にメタノール系を用いることで 3 つのピークを確認することができた。さらに、L,L-Cys を 
L-FDLA 及び D-FDLA 誘導体化し、L,L-体及び D,D-体の溶出挙動を確認した。これらの結
果より、メタノール系における溶出挙動は L,L-体、meso-体、D,D-体であることが明らかとなっ
た。 
  一方、meso-DAS にラセミ化を適用した場合、L,L-体、meso-体、D,D-体の各立体異性体の
比率はおよそ 1 対 2 対 1、つまり、L,L-体と D,D-体が同じ比率で生成すると予想されるため溶出
順序を決定することができない。しかし、meso-体のピークを同定することにより残る 2 つのピー
クのうち先に溶出されるピークが L,L-体、後に溶出されるピークは D,D-体と考えることができる。
この場合、meso-体の溶出挙動を確認することが重要となる。したがって、meso-DAS 及びラセ
ミ化した DAS を L-FDLA 及び D-FDLA 誘導体化し、ESI-LC/ITMS における m/z 735.24 
[M−H]−を用いる SIM により検出し、溶出順序の決定を行った。DAS は移動相に関係なく 3
つの立体異性体が分離した（Fig. 3-11）。アセトニトリル系を移動相に用いた場合の溶出挙動
は L,L-体、meso-体、D,D-体と考えることができる。しかし、最後に溶出される D,D-体のピークは
ブローディングしていた。一方、メタノール系を移動相とした場合、L,L-体、D,D-体、meso-体と
いう溶出挙動をとることが確認された。HomoCys に加えて DAS についても、移動相により溶
出挙動が異なることが確認されたことから、移動相が DLA 誘導体のコンフォメーションに何ら 
かの影響を及ぼしている可能性が考えられた。 
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Fig. 3-10      Mass chromatograms of the DLA derivatives ([M-H]- at 
m/z 827) of Cys isomers using LC/MS.
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Fig. 3-11  Mass chromatograms of the DLA derivatives ([M-H]- at m/z 735) 
of DAS isomers using LC/MS.
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Table 3-1 には A2pm 及び関連化合物の溶出挙動をまとめた。各立体異性体のうち、いず
れか 1 つが入手可能であれば、ラセミ化法及び D,L-FDLA 法を組み合わせることですべての
アミノ酸の溶出挙動を決定することができた。 
 
 
 
 
以上の実験結果から、A2pm 関連化合物の溶出挙動には次の規則性があることが判明した。
メタノールを移動相に用いた場合； 
１)L,L-と meso-体は 1 例（DAS）を除いて D,D-体より先に溶出される。 
2）L,L-と meso-体は保持時間が近く、溶出順序が入れ替わることがある。 
アセトニトリルを移動相に用いた場合； 
１) L,L-と meso-体は常に D,D-体より先に溶出される。 
2） L,L-と meso-体は保持時間が近く、溶出順序が入れ替わることがある。 
さらに、両方の移動相について共通して観察されたことは、meso-体の L-DLA と D-DLA 誘
導体の保持時間は同じということである。この規則性は改良 Marfey 法の分離機構に基づいて
説明することができる [44, 45]。また、メタノール系を用いた場合の溶出挙動から、アミノ酸の
主鎖の長さが溶出挙動に反映していることが示唆された。以上の結果から、溶出挙動を用い
OH
[R]
OH
O
NH2 NH2
O
n
n amino acids  CH3CN system MeOH system
0 DAS L,L- > meso - > D,D- L,L- > D,D- > meso -
3 A2pm meso - > L,L- > D,D- L,L- = meso - > D,D-
4 Cys L,L- = meso - > D,D- L,L- > meso - > D,D-
4 SeCys L,L- > meso - > D,D- L,L- > meso - > D,D-
6 HomoCys meso - > L,L- > D,D- L,L- > meso - > D,D-
elution behavior
Table 3-1    Elution behavior of A2pm related diamino acids 
using the advanced Marfey's method
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た絶対立体配置の決定が可能であることが示された。詳細なコンフォメーションと溶出挙動の
解析については、今後、A2pm をはじめ meso-体を有するアミノ酸の DLA 誘導体を精査する必
要がある。 
 
第３節 1,2-ジアミノ化合物への適用 
 
 前節の検討結果から、A2pm 及び関連化合物において、meso-、L,L-、D,D-体の 3 種の異性
体は溶出挙動に規則性があることが確認できた。この規則性に基づいて、光学的に不活性で
ある meso-体を含むこれら 3 種の異性体を分離し、検出できることは、大きな利点である。よっ
て、アミノ酸以外のジアミノ化合物についても同様の結果が得られることを検証し、本手法の有
用性を拡張するために、ｔrans-1,2-diaminoethane 誘導体を用いた検討を実施した。ｔrans- 
1,2-diaminoethane 誘導体は不斉合成や分子認識において、キラル触媒やリガンドとして非常
に有用な骨格と考えられている [51-53]。通常、ラセミ体の光学分割により得られた誘導体の
絶対立体配置は X 線解析により決定するが、単結晶を得るために結晶化溶媒の最適化が必
要であり、また適切な結晶が得られない場合もある。そのため、ジアミノ酸の検討で見出された
溶出挙動の規則性に基づき、ジアミノ化合物の溶出挙動から絶対立体配置を決定し、光学純
度を評価できる一般的で簡便な方法は、煩雑な検討を行わず、確実に光学異性体を確認で
きる有用な手法となることが期待された。 
Ishikawa ら [54-63]は 1,2-diphenylethylene-1,2-diamine をもとに不斉中心を有する数種のグ
アニジン化合物を合成し、2-(1-benzyl-2-hydroxyethyl)imino-1,3- dimethyl-4,5-diphenyl- 
imidazolidine が tert-butyl diphenyliminoacetate と methyl vinyl ketone や acrylate のような活性
型ビニル化合物との不斉マイケル反応を効果的に触媒することを明らかにした  [54]。 
1,2-diphenylethylene-1,2-diamine（Fig. 3-12）は前節で実験に用いた DAS のカルボキシル基
がフェニル基に置換した構造を有していることから、DAS と同様の溶出挙動を示すと推測され
た。そこでまず、1,2-diphenylethylene-1,2-diamine の DLA 誘導体を調製し検討を行った。 
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３－１ 1,2-diphenylethylene-1,2-diamine の FDLA 誘導体化 
  まず、市販の(S,S)-, (R,R)-, (dl)-, 及び meso-1,2-diphenylethylene-1,2-diamines を用いて、
FDLA 誘導体化を行った（Fig. 3-13）。すなわち、1M NaHCO3 と FDLA を添加し、1hr、37℃で
反応させ、１M HCl で反応を停止した。アセトニトリルで反応生成物を適当濃度に希釈し、
LC/MS 測定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NH2 NH2
Fig. 3-12     Structure of 1,2-diphenylethylene-1,2-diamine.
←1M NaHCO3 (20 μL )
←1% L-FDLA or D-FDLA/Acetone (100 μL )
37 ℃, 1 hr
←1M HCl (20 μL )
diluted with Acetonitrile
50 μL of R,R-, S,S-, dl-, meso- 1,2-diphenylethylene- 1,2-diamine
(1 mg/mL in Acetone)
LC/MS analysis： YMC-ProC18 (100 ｘ 4.6 mm i.d.)
Formate buffer-Acetonitrile (15%-85%, 20 min linier gradient)
1.0 ml/min
Fig. 3-13    FDLA derivatization of 1,2-diphenylethylene-1,2-diamine
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  L-DLA 誘導体の m/z 799 [M-H]-のマスクロマトグラムから（Fig. 3-14）、目的とするすべての
ピークが分離して得られ、それらの溶出順序は(S,S)→meso→(R,R)であった。また、Fig. 3-15
には D-DLA 誘導体のマスクロマトグラムを示した。(S,S)-体の L-DLA 誘導体の保持時間は
(R,R)-体の D-DLA 誘導体と一致し、また meso-体の L-及び D-DLA 誘導体の保持時間に変化
はなかった（Fig. 3-14、3-15）。 
 
 
 
 
 
 
50
100
0
min5 10 15
50
100
0
min5 10 15
50
100
0
min5 10 15
min5 10 15
50
100
0
(a)
(b)
(c)
(d)
(S,S)-1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine-L-DLA
(R,R)-1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine-L-DLA
dl-1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine-L-DLA
meso-1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine-L-DLA
R
el
at
iv
e  
in
te
ns
ity
R
el
at
iv
e  
in
te
ns
ity
R
el
at
iv
e  
in
te
ns
ity
R
el
at
iv
e  
in
te
ns
ity
Fig. 3-14       Mass chromatograms of the L-DLA derivatives ([M-H]- at m/z 799) of                    
1,2-diphenylethylene-1,2-diamine isomers using LC/MS.
 60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5
min5 10 15
50
100
0
min5 10 15
50
100
0
min5 10 15
50
100
0
(a)
50
100
0
min10 155
(b)
(c)
(d)
(S,S)- 1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine - D-DLA
(R,R)- 1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine - D-DLA
dl-1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine-D-DLA
meso-1,2-diphenylethylene-
1,2-diamine-D-DLA
R
el
at
iv
e 
in
te
ns
ity
R
el
at
iv
e 
in
te
ns
ity
R
el
at
iv
e 
in
te
ns
ity
R
el
at
iv
e 
in
te
ns
ity
Fig. 3-15     Mass chromatograms of the D-DLA derivatives ([M-H]- at m/z 799 of
1,2-diphenylethylene-1,2-diamine isomers using LC/MS.
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３－２ 1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamie の FDLA 誘導体化 
 
上述したグアニジン触媒をさらに最適化するために、イミダゾリジン環の phenyl pendant の
構造変換を行い、新たに trans-1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamine（Fig. 3-16）を生成
した [64]。1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamine のエナンチオ選択合成は達成された
[65, 66]が、旋光度は報告されておらず、旋光度の測定により絶対立体配置を決定することは
不可能であった。そこでまず、d-, l-, 及び dl-誘導体を調製し、Ｘ線結晶解析を実施するため
再結晶溶媒を検討した。1,2-bis(2-Methylphenyl)ethylene-1,2-diamine のカンファスルホン塩酸
を作成し、ベンゼン溶媒中で結晶を得たので、Ｘ線結晶解析を行った結果、l-isomerの絶対立
体配置が(S,S)配置であると決定した。 
 
 
 
 
 
 
 
これまでの検討において、1,2-diphenylethylene-1,2-diamine が(S,S)→meso→(R,R) の順で
溶出されることが確認されたので、1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamine の d-, l-及び
dl-体について同様の検討を行った。はじめに、ＦDLA 誘導体化反応を 1 hr 実施したが、反応
効率が低かったので、再度 24 hr の反応を試みた。d-, l-及び dl-の FDLA 誘導体化では 1 hr
の反応時間では meso-体の誘導体ピークより低かったが、24 hr 反応後は 3 化合物ともほぼ等
しいピークの高さとなった。これらの結果から、FDLA 誘導体化の際にメチル基の立体障害が
生じていると考えられた。得られた d-, l- 及び dl-体の L-DLA 誘導体の m/z 827 [M-H]-マスク
ロマトグラムを Fig. 3-17 に示した。l-体の L-DLA 誘導体は d-体の L-DLA 誘導体よりも先に溶
NH2 NH2
Fig. 3-16     Structure of 1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamine.
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出されたことから、(S,S)-1,2-diphenylethylene-1,2-diamine であることが示唆された。この結果は
X 線構造解析結果とも一致するものであった。Fig. 3-16(c)は dl-L-DLA 誘導体のマスクロマト
グラムを示しており、この分析の結果から、合成した dl-誘導体中に meso-体が混入している可
能性が示された。溶出順序は 1,2-diphenylethylene-1,2-diamine と異なり、(S,S)→(R,R)→meso
であることが判明した。 
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Fig. 3-17     Mass chromatograms of the L-DLA derivatives ([M-H]- at m/z 827) of  
1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamine isomers using LC/MS.
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３－３ 1,2-diaminoehtane derivatives の絶対立体配置決定法の提案 
 
1,2-diphenylethylethylene-1,2-diamine の L-及び D-DLA 誘導体を精査した結果、次のパタ
ーンが見出された。 
１）(S,S)-体は(R,R)-体より前に溶出される。 
２) (R,R)-体と meso-体は溶出時間が近い。 
３）meso-体の L-と D-DLA 誘導体は溶出時間が変わらない。 
４）この規則性 A2pm や DAS のようなジアミノ酸の挙動と一致する。  
この場合、(S,S)-体はジアミノ酸の L,L-体に対応し、他のジアミノ酸と同様に、その分離挙動
は改良 Marfey 法 [44, 45]の分離機構によって説明が可能である。 
 
第４節  まとめ 
 
   本章では、ペプチドグリカンの分析を行うにあたり、改良 Marfey 法 が A2pm の絶対配
置決定に有効か否かの検討を行い、また、その溶出挙動の精査を行った。A2pm の絶対配置
を決定することは化学分類において非常に有効であるとされており、古くから様々な方法によ
り分析されてきた。従来、A2pm の絶対配置決定法には TLC が主に用いられていたが、
meso-体と D,D-体のスポットが重なるなど分離が不十分であった。この問題を改善するため、
キラル固定相法、キラル移動相法、キラル誘導体化法による HPLC 分析が用いられるようにな
った [37, 39, 40, 67]。しかし、これらの方法は A2pm の分析のみに適用されており、ペプチド
グリカンの分析には適用されていない。また、Waziry らは、キラル誘導体化法の１つである 
Marfey 法により A2pm の溶出挙動を meso-A2pm、L,L-A2pm、D,D-A2pm と報告している。一
方、Zanol らは meso-体、D,D-体、L,L-体と報告しており、その溶出挙動が異なっている。近年、
A2pm を含めたペプチドグリカン構成アミノ酸の同時分析が行われるようにより、GITC 誘導体
化法、OPA 誘導体化法が主流となっている [41, 42]。しかし、上述した方法は標品との比較
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が必要であることや、Rf 値及び溶出時間のみで判断しアミノ酸を同定するため信頼性が低く、
経験が必要とされる。このようなことから、異なる溶出挙動が報告されるなどの問題が生じると
考えられる。 
本研究では、放線菌細胞壁ペプチドグリカンを構成するアミノ酸の分析に改良 Marfey 法
を目的としているが、これまで改良 Marfey 法は D-及び L-アミノ酸については有効性が証明
されているものの、meso-体を含むアミノ酸への適用例は報告されていなかった。したがって、
ペプチドグリカンの分析法確立を行うにあたり、まず改良 Marfey 法が A2pm の絶対配置決
定に有効か否かを検討した。その結果、A2pm は meso-体、次いで L,L-体、D,D-体 という溶出
挙動をとることが確認された。 
続いて、A2pm の溶出挙動を精査するために 4 種の A2pm 関連化合物の溶出挙動の観
察を行った。A2pm 関連化合物の各立体異性体を入手することはできなかったが、各立体異
性体のうち、いずれか 1 つ入手可能であれば、ラセミ化法及び D,L-FDLA 法を適宜用いるこ
とで溶出挙動を確認することができた。移動相にアセトニトリル系を用いた場合とメタノール系
を用いた場合では、その溶出挙動に若干違いが認められたが、D,D-体が最後に溶出されるこ
と、meso-体は L-DLA 及び D-DLA 誘導体においてその保持時間が変化しないということが判
明した。本研究により、改良 Marfey 法が meso-体を有するアミノ酸の絶対配置決定に有効
であることが確認されたが、その溶出挙動を精査するためには 今後さらなる詳細な検討が必
要である。 
さらに、本手法は光学分割の分野にも応用が可能であることが示唆された。光学分割は困
難 な 作 業 で あ り 、 ま た 適 用 可 能 な 方 法 も 限 ら れ て い る 。 た と え ば 、 今 回 の
l-1,2-bis(2-methylphenyl)ethylene-1,2-diamie complex salt の単結晶は得られたが、d-誘導体
は結晶を得ることができなかった。また塩に関しても酒石酸、ヘキサフルオロリン酸アンモニウ
ム、 あるいは塩酸等の検討を行い、最終的に D-(d)-camphorsulfonic acid に到達した。このよ
うな煩雑な検討をできるだけ省き、確実に光学異性体の確認を行うために、改良 Marfey 法は
非常に適した方法であると。なぜなら、１）反応から分析、結果判定まで一連の操作が簡単で
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ある。２）目的化合物のピークは MS を用いて必ず検出できる。３）D,L-FDLA 法は立体異性体
を確認するのに効果的である。４）溶出順序から絶対立体配置が決定できる。 
   本手法は光学分割過程のモニタリングとしても応用できる。再結晶を繰り返す光学分割
の際には本手法によって立体異性体の組成を決定でき、純度の確認も可能である。よって、こ
の方法は光学分割の分野における様々な研究に貢献できると期待している。 
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第４章 改良 Marfey 法の放線菌化学同定への適用 
 
  放線菌細胞壁ペプチドグリカンの新しい分析法を構築するために、第２章では改良 Marfey
法において絶対立体配置を決定する際に要となる疎水性の見積もり方法の確立、第３章では
放線菌化学同定において最も重要な指標である A2pm について、L,L-、meso-、及び D,D-A2pm 
を明確に分離することができるか、またその他のジアミノ酸についても適用可能であるか否か
の検討を行った。その結果、分配係数 log D を用いる疎水性の見積もり方法を確立した。Log 
D から算出した疎水性と保持時間の相関が認められ、側鎖の疎水性に基づいた分離機構と
溶出挙動から絶対立体配置を決定する改良Marfey 法が支持された。さらに、A2pmをはじめと
する種々のジアミノ酸において、改良 Marfey 法による絶対立体配置決定が可能であることを
確認した。以上の結果を踏まえて、本章では、放線菌から調製した試料を用い、細胞壁ペプ
チドグリカンに含まれるアミノ酸の検出と絶対立体配置決定について検討を行った。 
 
第１節 ペプチドグリカンの A2pm の絶対立体配置決定 
 
１－１ 放線菌試料の調製方法及び反応条件の検討 
 
LC/MS を用いる本手法は、TLC や HPLC を用いる従来法に比べると高感度な分析を行え
るので、極少量の試料で実施可能であると考え、試料の調製法と検出感度の検討を行った。
L,L-A2pmを有するStreptomyces roseofulvus JCM4605 を使用し、スラント上に生育したコロニー
（寒天ごと数mm角程度）を採取したもの、フラスコで液体培養後菌体を集め凍結乾燥したもの、
さらに精製した細胞壁画分を用い、酸加水分解後 FDLA 誘導体化を行い、LC/MS で分析し
た（Fig. 4-1）。その結果、Fig. 4-2 に示したようにスラントから採取した少量の試料でまったく問
題なく検出可能であることが確認できた。 
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Fig. 4-1     Sample preparation for A2pm analysis from (a) colony, 
(b) mycelium, and (c) cell wall.
←6M HCl (100 μL) 
120℃, 20 min
conc.
dissolved with 100 μL water
←1 M NaHCO3 (10 μL)
←1% L-FDLA or D-FDLA /Acetone (50 μL)
37℃,1 hr
←1M HCl (10 μL)
25 μL of 
hydrolysate
solution
One colony from an agar slant
LC/MS analysis
Culture broth
centrifugation
washed with distilled 
water lyophilized
Mycelium (5 mg)
Culture broth
centrifugation
washed with distilled water
Mycelium
suspended in phosphate  buffer
disrupted in a sonic oscillator
centrifugation
resuspended in SDS solution
100℃, 40 min
centrifugation and washed
lyophilized
Cell wall (1 mg)
(a)
(b)
(c)
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１－２ A2pm への改良 Marfey 法の適用 
 
（１） L,L 及び meso-A2pm の DLA 誘導体    
放線菌細胞壁ペプチドグリカンに含まれる A2pm の分析を実施するため、A2pm の標準品
（シグマ、L,L-、meso-、D,D-体の混合物）の L-DLA 誘導体を用いて保持時間の比較を行った。
第３章第１節において、キラル分取した A2pm の各異性体の溶出挙動から、A2pm は meso-、
L,L-、D,D-体の順に溶出されることが示されている。本節では、放線菌細胞壁ペプチドグリカン
に含まれる各種アミノ酸を迅速に検出するために、分析時間を短縮し、第３節の検討とは異な
る LC/MS 装置と分析条件を用いた。MS の検出器には Agilent 社製の LC-MSD、カラムは
YMC-ODS Pro C18 (100 × 4.6 mm i.d., 3 μm, YMC ）を用いた。移動相はギ酸バッファーとア
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Fig. 4-2       Comparison of the mass chromatograms of the A2pm-L-DLA derivatives ([M-H]-
at m/z 777) in the hydrolysates of Streptomyces roseofulvus using LC/MS.     (a)colony, (b) whole 
cell preparation, and (c) cell wall preparation. The area magnitude denotes the ion intensity. 
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セトニトリルを用い、30％から 60％のグラジエントを行った。MS の測定は ESI 負イオン検出モ
ード (m/z 777, SIM)で実施した結果、Fig. 4-3(a) のように 3 本のピークが確認できた。各ピー
クの帰属を確認するために、L,L-A2ｐｍを有する Streptomyces albus subsp. albus JCM4177 と
meso-A2pm を有する Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsuta JCM3170 の 2 菌株の酸加水分
解試料を用いて L-FDLA 誘導体化及び LC/MS 分析を実施した。その結果、Fig. 4-3 (b, c) に
示したように、3 本ピークのうち最初に溶出されるピークが meso-A2pm-L-DLA、次が
L,L-A2pm-L-DLA、最後が D,D-A2pm-L-DLA であることが確認できた。この結果は第３章第１節
で得られた結果を支持するものであった。 
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Fig. 4-3      Mass chromatograms of the  L-DLA derivatives ([M-H]- at m/z 777) of  A2pm 
stereoisomers using LC/MS. (a) standard A2pm, (b) L,L-A2pm in the hydrolysates of 
Streptomyces albus subsp. albus JCM4177  and (c) meso-A2pm in the hydrolysates of 
Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsuta JCM3170.
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このように異なる分析装置やカラムを用いた測定においても A2pm の各異性体の溶出順序
は一定であることが確認できた。 
  
（２） 3-OHA2pm の DLA 誘導体 
放線菌の中には L,L-、 meso-A2pm に加えて 3-OHA2pm を有する属があり、同定の重要な指
標となる。これまで 3-OHA2pm については TLC [34]以外に検出方法が報告されておらず、明
確な分析手法がなかった。3-OHA2pm を有することで知られる Micromonospora  echinospora 
NBRC13149 を用いて調製した試料を分析した結果を Fig. 4-4 に示した。DLA 誘導体を
LC/MS 分析する際に SIM で A2pm に由来する m/z 777 と 3-OHA2pm に由来する m/z 793 を
同時に測定することで、両方のマスクロマトグラムを得ることができ、さらに L-DLA と D-DLA 誘
導体の保持時間が同じであることから Micromonospora  echinospora NBRC13149 には
meso-A2pm と 3-OHA2pm が含まれていることが明らかとなった。なお、3-OHA2pm はおそらく
meso-A2pm の 3-OH 体であると推定される。以上、本手法を用いることで 3-OHA2pm も同様に
容易に検出できることを見出した。 
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Fig. 4-4      Mass chromatograms of the L- and D-DLA derivatives of A2pm stereoisomers and 
3-OHA2pm  in the hydrolysates of Micromonospora echinospora NBRC13149. (a) A2pm-DLA 
derivative at m/z 777[M-H]-, (b) 3-OHA2pm at m/z 793 [M-H]- .
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１－３ 標準菌株 を用いた検証 
 
さらに、標準菌 8 株 (JCM, Type strain）のコロニーを酸加水分解し、FDLA 誘導体化した試
料について LC/MS 分析を行った。3 菌株の LC/MS クロマトグラムを Fig. 4-5 に、またこれら 8
菌株の L,L-と meso-A2pm の組成比を Table 4-1 に示した。 
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Fig. 4-5       Mass chromatograms of the L- and D-DLA derivatives ([M-H]- at m/z 777) of 
A2pm stereoisomers in the hydrolysates of standard actinomycete colonies. 
(a) Streptomyces albus subsp. albus JCM4177, (b) Kitasatospora setae JCM3304, 
(c) Rhodococcus rhodochrous JCM3202. 
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Fig. 4-5（a）では Streptomyces albus subsp. Albus JCM4177 の A2pm-DLA 誘導体のマスクロ
マトグラムを示しているが、L,L-A2pm-D-DLA ピークが L,L-A2pm-L-DLA より後に溶出され、これ
は通常のアミノ酸を FDLA 誘導体化した場合に L-amino acid-L-DLA がまず溶出され、
L-amino acid-D-DLA が後になるのと同じ溶出挙動であった。また Fig. 4-5 (b)に示した
Kitasatospora setae JCM3304 では、L,L-A2pm と meso-A2pｍが含まれていることが知られてい
るが、分析の結果（a）と同じ保持時間に L,L-A2pm 由来のピークがあり、さらに、meso-A2pm の
誘導体ピークも検出された。さらに meso-A2pm を有する Rhodococcus rhodochrous JCM3202 
は Fig. 4-5 (c) に示したように、meso-A2pm に由来するピークのみ認められた。同様の方法で
標準菌 8 株について L,L-体と meso-体の検出を行い、マスクロマトグラムのピーク面積値から、
各々の菌株に含まれる L,L-体と meso-体の比率を Table 4-1 に示した。これまでに各菌株の異
性体の割合は TLC 法あるいは HPLC 法を用いて報告されているが [14, 68-72]、これらの結
果と比較した結果、すべての菌株について主要成分として含まれる A2pm の絶対立体配置が
一致した。 
 
Strain No. Genera L,L-A2pm meso -A2pm L,L-A2pm meso -A2pm
JCM4177 Streptomyces albus subsp. albus 100 0 +++
JCM3304 Kitasatospora setae 46.3 53.7 47 53
JCM3170 Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsuta 0 100 +++
JCM3202 Rhodococcus rhodochrous 0 100 +++
JCM3001 Actinoplanes philippinensis 14.1 85.9 14 86
JCM3006 Microbispora rosea subsp. rosea 24.6 75.4 +++
JCM3031 Micromonospora chalcea 21.9 78.1 + +++
JCM3083 Dactylosporangium aurantiacum 17.7 82.3 +++
reported ratio  (%)obsesrved ratio  (%)
Table 4-1     Comparison of the ratio of A2pm stereoisomers in the colony hydrolysates of 
standard actinomycetes using the present (advanced Marfey’s method) and conventional 
(TLC or HPLC) method.
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１－４ Kitasatospora 属及び Micromonospora 属を用いた A2pm の異性体組成の比較 
 
A2pm には L,L-, meso-, 及び 3-OHA2pm が存在し、その組成比は同じ属の中でも種によっ
て異なるとされている。Takahashi らは Kitasatospora 属について L,L-と meso-A2pm の組成比を
比較している [73]。また Kawamoto らは Micromonospora 属について、3-OHA2pm を含む
A2pm 異性体の組成比を TLC とアミノ酸分析を用いて詳細な比較検討を実施している [69]。
今回構築した手法を用いて各菌株のコロニーから試料を調製し、A2pm の検出を行った結果
を以下に示した（Table 4-2、4-3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 4-2      Comparison of the ratio of A2pm stereoisomers in the colony 
hydrolysates of Kitasatospora using advanced Marfey’s method.
Table 4-3     Comparison of the ratio of A2pm stereoisomers and 3-OHA2pm in 
the colony hydrolysates of Micromonospora using advanced Marfey’s method.
Strain No. Genera L,L-A2pm meso -A2pm
JCM3304 Kitasatospora setae 46.3 53.7
JCM3340 Kitasatospora phosalacinea 79.3 20.7
JCM7356 Kitasatospora cystarginea 34.7 65.3
JCM9868 Kitasatospora mediocidica 10.7 89.3
ratio  (%)
Strain No. Genera L,L-A2pm meso -A2pm 3-OHA2pm
NBRC12515 Micromonospora  melanosporea 8.3 91.7 0.0
NBRC13149 Micromonospora  echinospora 3.2 22.5 74.2
NBRC13324 Micromonospora  purpureochromogenes 11.0 89.0 0.0
NBRC13504 Micromonospora  coerulea 3.3 96.7 0.0
NBRC13697 Micromonospora  rosaria 1.0 18.6 80.4
NBRC14111 Micromonospora  grisea 2.4 41.6 56.1
NBRC14304 Micromonospora  olivasterospora 0.0 86.6 13.4
JCM6239 Micromonospora  inositola 6.2 93.8 0.0
JCM3031 Micromonospora  chalcea 7.7 92.3 0.0
ratio (%)
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Kitasatospora 属については種間の組成比に関する報告はないが、Kitasatospora setae につ
いて Takahashi らは HPLC (GTCI 法) を用いた分析を行い、L,L-A2pm と meso-A2pm の組成
比が 47：53 と報告している。今回の方法を適用した結果は 46.3：53.7 と非常に近い値であった。
また Micromonospora 属の各種についても 3-OHA2pm を含めた組成比を算出することができ
た。各種の組成比を文献値と比較した結果、数株については結果が異なっていたが、文献で
は TLC による判定のため結果が不明確な可能性があること、また培養状態によって組成比が
異なる可能性があると考えられる。Kitasatospora 属では L,L-A2pm は胞子に、また meso-A2pm
は基底菌糸に含まれており、液体培養の場合には菌の形態によって、その組成が変化してい
くことが報告されている [74]。Micromonospora 属においても、各異性体の存在比が形態によ
り変化している可能性も考えられるため、今後さらに検討が必要である。 
 
第２節 ペプチドグリカンのジアミノ酸の絶対立体配置決定 
 
放線菌には A2pm 以外に Lys、Orn あるいは A2bu がジアミノ酸として含まれていることが知
られている。A2pm と同様にこれら 3 種のジアミノ酸についても検出可能であるか確認するため
に検討を行った。本検討には Table 4-4 に示した 6 菌株の標準菌株を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Strain No. Genera diamino acid
NBRC3333 Micrococcus  luteus L-Lys
NBRC14135 Microbacterium  lacticum L-Lys
NBRC13899 Agromyces  ramosus L-A2bu
NBRC100415 Agrococcus  jenensis L-A2bu
NBRC13762 Clavibacter  michiganensis  subsp. michiganensis D, L-A2bu
NBRC12677 Curtobacterium  citreum D-Orn
Table 4-3     Diamino acids in the colony hydrolysates of Standard actinomycetes.
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 ２－１ Lys、A2bu の検出 
 
本検討には Table 4-4 に示した 6 株中、Lys と A2bu を含む標準菌株 5 株を用いた。ジアミノ
酸の検出には、精製細胞壁を用いた。酸加水分解後 FDLA 誘導体化を行い、LC/MS を用い
て分析した。各ジアミノ酸とも、前回 A2pm の検出の際に確立したサンプル調製方法及び分析
条件で検出でき、絶対立体配置が決定できることが確認された。 
Fig. 4-6 に各菌株のジアミノ酸分析データを示した。（a）Micrococcus luteus NBRC 3333 は
L-Lys が含まれていることが知られているが  [16]、本手法を用いた検討の結果からも、
Lys-DLA の m/z 733 [M-H]- を用いたマスクロマトグラムで、L-DLA 誘導体が D-DLA 誘導体よ
り先に溶出されていることから Lys は L-体であることが確認できた。同様に各菌株を用いたジア
ミノ酸の分析の結果、（b） Microbacterium lacticum NBRC14135 は L-Lys、（c）Agromyces 
ramosus NBRC 13899 は L-A2bu、（d） Agrococcus jenensis NBRC100415 は L-A2bu、そして
（e）Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis NBRC13762は L-A2bu と D-A2bu を含むこ
とが確認できた。これらの結果は、これまでの報告 [7, 16, 75, 76] とすべて一致した。 
以上の結果から、本手法を用いた放線菌のジアミノ酸分析はLys及びA2buについても有効
であることが示された。 
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Fig. 4-6      Mass chromatograms of the L- and D-DLA derivatives of Lys ([M-H]-
at m/z 777) in the hydrolysates of (a) Micrococcus luteus NBRC 3333 ,  (b) 
Microbacterium lacticum NBRC1413, and the L- and D-DLA derivatives of A2bu 
in the hydrolysates of (c) Agromyces ramosus NBRC 13899, (d) Agrococcus
jenensis NBRC100415, and (e) Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis
NBRC13762.
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２－２ Orn の検出 
 
Orn に関しては他のアミノ酸と同じ分析条件で行った場合は、Fig. 4-7 (A)に示したように、
L-DLA誘導体のピークと D-DLA誘導体のピークが近接しており、絶対立体配置の判断が難し
い。よって、より明確な分離を行うために、カラム等の分析条件の最適化を実施した。その結果、
通常のアミノ酸分析に使用している YMC 社製の ODS（C18）カラムではカラムの長さを長くして
も分離しにくいことが判明した。そこで実験の部に記載したように、カラムは CAPCELL PAK 
C18 MG III (150 × 4.6 mm i.d., 5 μm, Shiseido) を用い、グラジエント時間を 40 min とし、Fig. 
4-7 （Ｂ）に示したような分離を得ることができた。まず、YMC のカラムを用いた 20 min のグラジ
エント系で分析を実施し、Orn の存在が確認された場合には、再度条件を変更して絶対立体
配置を決定するための分析を実施することが好ましい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Orn の DLA 誘導体は Lys、His 等の塩基性アミノ酸と異なり、FDLA が 1 分子導入され
た場合と 2 分子導入された場合で同じ溶出順序 (D-Orn-L-DLA→L-Orn-L-DLA)となり、
Orn のみ疎水性に基づいた分離機構が適用できないことが Harada らによって報告されて
Curtobacterium citreum NBRC 12677
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Fig. 4-7    Mass chromatograms of the (a) L- and (b) D-DLA derivatives ([M-H]- at m/z
719) of Orn in the hydrolysates of Curtobacterium citreum NBRC 12677 with (A) YMC-
ODS Pro C18, gradient for 20min, (B) Capcell PakC18 MGIII, gradient for 40min.
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いる [77]。この理由として、ω-アミノ基に導入された DLA 中のカルボキシアミド基と Orn
のカルボキシル基がなんらかの相互作用を生じ、ＯＤＳカラムに対する保持力の低下を引
き起こしていると考えられている。このような現象は Lys や A2bu では確認されていないこと
から、Orn のメチレン側鎖の長さが関与し、立体的にカルボキシアミド基とカルボキシル基
が相互作用しやすい環境を形成していることが推測される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第３節 細胞壁構成アミノ酸への適用 
 
３－１ A2pm 及び細胞壁構成アミノ酸の一斉分析 
 
Micromonospora echinospora NBRC13149 の細胞壁を精製し、本手法を適用することで細
胞壁を構成するアミノ酸が FDLA 誘導体化され、1 度の LC/MS 分析によりアミノ酸の同定と絶
対立体配置の決定が一斉に行えることを確認した。LC/MS 分析の際にスキャンモードでｔotal 
ion current chromatogram (TIC)を測定し、検出したいアミノ酸の DLA 誘導体を脱プロトン分子
で出力することで、そのアミノ酸の有無が確認でき、さらに L-DLA と D-DLA 誘導体の溶出順
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Fig. 4-8    FDLA derivatization of Orn. 
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序からそのアミノ酸が L-体か D-体を決定することができた。 
 Fig. 4-9 では TIC から得られた各アミノ酸の DLA 誘導体に由来する脱プロトン化分子の 
マスクロマトグラムが上から A2pm, 3-OHA2pm, Ala, Glu, Gly の順に並んでいる。まず、目的ア
ミノ酸の DLA 誘導体の m/z からマスクロマトグラムを描き、ピークの有無とそのおおよその保持
時間から、目的アミノ酸が含まれていることを判断できる。さらに溶出順序を L-DLA、D-DLA 誘
導体のクロマトで比較した結果、Ala, Glu はいずれも L-DLA 誘導体より D-DLA 誘導体のピー
クが先に溶出されていることから D-体であることが判明した。 
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Fig. 4-9      Simultaneous analysis of constituent amino acids from the cell wall of 
Micromonospora echinospora NBRC13149, in which each mass chromatogram at the 
[M-H]- of (a) L-DLA derivatives, and (b) D-DLA derivatives.
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３－２ ジアミノ酸を有する放線菌の細胞壁構成アミノ酸一斉分析 
 
同様の方法で、A2bu をジアミノ酸として含む Agrococcus jenensis NBRC100415 の精製細胞
壁画分の分析を検討した。Fig. 4-10 は Agrococcus jenensis NBRC100415 の精製細胞壁の
LC/MS 分析結果で、TIC から得られたマスクロマトグラムが上から A2bu、Thr、Asp、Ala、Glu、
及び Gly の順に並んでいる。まず、マスクロマトグラムからこれらのアミノ酸が含まれていること
が確認でき、さらに A2bu、Thr 及び Asp は L-DLA 誘導体のピークが D-DLA 誘導体のピーク
より先に溶出されていることからいずれも L-体であることが確認できた。また、Ala 及び Glu に
ついては、D、L の両方が含まれていることが示されており、細胞壁ペプチドグリカンのテトラペ
プチドを架橋しているアミノ酸もあわせて検出されたと考えられる。この一斉分析の結果から求
められる細胞壁ペプチドグリカンの構成アミノ酸 A2bu、Thr、Asp、Ala、Glu、及び Gly は、
Groth らの結果  [78] と一致した。 Groth らは、 gas chromatography-mass spectrometery 
(GC-MS)を用いた分析により、Agrococcus jenensis が A2bu : Thr : Asp : Ala : Glu : Gly = 0.9 : 
1.0 : 1.0 : 3.0 : 1.0 : 2.0 の比率で各アミノ酸を有した B 型のペプチドグリカンに分類されると報
告している。 今回の一斉分析による絶対立体配置決定の結果とあわせると、Gly, D-Glu, 
L-A2bu 及び D-Ala がテトラペプチドを形成し、さらに position 2 の D-Glu から L-Thr, L-Asp, 
L-Ala, L-Glu, 及び Gly が架橋部分を形成していると考えられる。架橋部分の配列はこれまで
に報告がなく、今後の検討課題である。 
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３－３ 放線菌由来ジアミノ酸の保持時間予測 
     
第２章第４節で確立した log D による保持時間の予測について、さらに放線菌由来のジアミ
ノ酸を含めて検証を行った。ジアミノ酸としては、Streptomyces albus subsp. albus JCM4177、
Micromonospora  echinospora NBRC13149、及び Agrococcus jenensis NBRC100415 の細胞
壁ペプチドグリカンを構成する L,L-A2ｐｍ、3-OHA2pm 及び L-A2bu の 3 種で、各々の放線菌を
分析した際に得られたジアミノ酸の L-DLA 誘導体の保持時間を実測値として用いた。さらに、
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Fig. 4-10      Simultaneous analysis of constituent amino acids from the cell wall of 
Agrococcus jenensis NBRC100415, in which each mass chromatogram at the [M-H]- of (a) 
L-DLA derivatives, and (b) D-DLA derivatives.
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3 つのジアミノ酸の DLA 誘導体の構造から log D を算出し、市販のアミノ酸の相関を示したグ
ラフに併せて表示した。Fig. 4-11 に示したように、L,L-A2ｐｍ、3-OHA2pm 及び L-A2bu の 3 つの
ジアミノ酸の DLA 誘導体も、他のアミノ酸と同様に保持時間と log D 値に直線的な相関が得ら
れた。この結果から、放線菌細胞壁ペプチドグリカンを構成するアミノ酸は、ジアミノ酸を含め
てすべて log D から保持時間の予測が可能であることが示された。これにより、標準品がない
アミノ酸でも保持時間を予測できることから、同一分子量を示す夾雑物の影響を受けることなく、
また新規なアミノ酸を有する放線菌のペプチドグリカン構成アミノ酸の解析にも確実な分析結
果を得ることが可能である。 
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３－４ 本手法を用いた放線菌 Actinomadura spadix の化学分析 
 
 従来、Actinomadura 属の細胞壁ペプチドグリカンは A1γに分類され [16]、position 3 のジ
アミノ酸は meso-A2pm、架橋がない構造を有しており、Lys が含まれることはこれまで報告され
ていない。今回、Actinomadura spadix NBRC14099T の細胞壁酸加水分解試料を用いて、
PITC 誘導体化の HPLC 分析を行ったところ、Lys と思われるピークが確認された。そのため、
Ｌｙｓの存在と絶対配置を確認するために、FDLA 誘導体化及び LC/MS 分析を実施した。その
結果、Actinomadura spadix NBRC14099T は、L-Lys 及び D-Lys 両方を有していることが明らか
となった（Fig. 4-12）。さらに、L-Ala, D-Glu, meso-A2pm, D-Ala が position 1 から 4 に配しており、
ペプチドグリカン架橋部分に L-Lys 及び D-Lys が位置すると考えられた（Fig. 4-13）。 
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Fig. 4-12       Simultaneous analysis of constituent amino acids from the cell 
wall of Actinomadura spadix NBRC14099,  in which each mass chromatogram 
at the [M-H]- of (a) L-DLA derivatives, and (b) D-DLA derivatives.
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  Actinomadura spadix とその類縁分離株については 16SrDNA 塩基配列に基づく系解析と
細胞壁アミノ酸に meso-A2pm と L-及び D-Lys が存在する特異的な共通性状により、
Actinomadura 属及び放線菌の既知の属と区別することができ、さらに詳細な DNA-DNA 相同
性試験、生理性状試験を実施した結果、新属 Actinoallomurus 及び Actinoallomurus spadix 
comb. nov. と 8 新種を提唱することとなった。なお、細胞壁アミノ酸の配列については今後の
検討課題である。 
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Fig. 4-13  Peptidoglycan structure of (a) A1γtype, and (b) newly proposed type 
deduced by advanced Marfey’s method.
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第４節 まとめ 
 
放線菌の分類において、化学同定は重要な工程である。細胞壁ペプチドグリカンは、構成
アミノ酸の種類や架橋構造によって様々なタイプに分けられている [16]。 従来法である TLC
や HPLC による A2pm の分析では立体異性体の分離が不十分なため、結果が不明瞭であっ
た。今回確立した手法を用いると、逆相 HPLC 条件下で A2pm の 3 つの異性体の DLA 誘導
体を明確に分離することができ、meso-A2pm、L,L-A2pm、D,D-A2pm の順で溶出することが判明
した。 
この結果は El-Waziry ら [39]が報告した DAA の誘導体の溶出挙動とも一致したが、1991
年に Zanol ら [40]が報告した結果とは溶出順序が異なっていた。そのため、FDAA を用いて
同様の実験を行った結果、FDLA の場合も FDAA の場合も同じ溶出挙動であることを確認し
た。自然界では D,D-体は存在しないとされいるが、本手法を用いれば D,D-体も含めて 3 種す
べての異性体を分離、絶対立体配置決定することが可能である。また、特に meso-体は、
L-DLA 誘導体と D-DLA 誘導体で保持時間に変化がないので容易に確認できる。 
 3-OHA2pm は Micromonospora 属の放線菌の細胞壁に存在することが知られいているが、
標準品は市販されていない。これまでは TLC による検出が一般的であったが、今回
Micromonospora echinospora を用いた検討において、A2pm と同様の方法により検出が可能と
なり、その溶出は A2pm より先になることが確認できた。また、今回検出された 3-OHA2pm は
L-DLA 及び D-DLA 誘導体の保持時間が変化しなかったことから、meso-A2pm の水酸化体で
あると推測している。 
ペプチドグリカンは構造的に A 型と B 型に分類され、A 型は A1γ から A４δまでの 11 グル
ープ、また B 型は B1αから B2γまでの 7 グループに区分される。微生物の細胞壁を分類に
利用するためには A2pm だけでなく他のアミノ酸の情報も必要である。本研究では、改良
Marfey 法をペプチドグリカン構成アミノ酸の一斉分析に応用し、目的とするアミノ酸の検出と
絶対立体配置を決定することができた。 
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本研究で、著者は放線菌細胞壁を構成する A2pm, 3-OHA2pm を含むアミノ酸を検出するた
めに確実で高感度な分析法を確立した。ODS カラムを用い LC/MS で検出する改良 Marfey
法は非常に簡便である。また感度が良いことから、少量のコロニーを用いて十分 A2pm の検出
と絶対立体配置の決定ができる。また、対象ピークを MS で検出するため、カラムや移動相な
ど分析条件の変化により生じる保持時間のずれに関係なくアミノ酸の同定が可能である。実際
に、本研究にあたって 2 箇所の研究機関で異なる HPLC や MS の装置、異なる種類のカラム
を用いて分析を行ったが、同じ溶出挙動が確認され、結果にも矛盾がなかった。今後、さらに
活用されていくことを期待している。 
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第５章 まとめと今後の展望 
 
第１節 まとめ 
 
本研究では、改良 Marfey 法が放線菌の細胞壁ペプチドグリカンを構成するアミノ酸の同定
に有効な手法であることを示し、放線菌化学同定の第 1 ステップであるジアミノ酸同定のため
に、これまでにない高感度で確実な分析方法を確立した。以下に本研究で行った研究とその
結果についてまとめる。 
 
第１章： 序論 
 第1章では、遺伝子解析技術が進歩した現在においても、化学同定が放線菌の分類におい
て重要であることを述べた。本研究で検討を行った細胞壁ペプチドグリカン構成アミノ酸の同
定が属や種の分類に不可欠であること、また従来法では不十分な感度、必要な時間と手間、
そして不明瞭な結果等満足できるものではなく、より優れた方法が望まれていたことを述べた。 
さらに、改良 Marfey 法について、改善すべき問題を提示した。 
 
第２章： Log D を利用する改良 Marfey 法 
  第２章では、改良 Marfey 法において疎水性の見積もり方法がないという問題点を解決する
ため、側鎖の構造から求めた log D 値の利用を検討し、その数値化が適正であることを実証し
た。また、log D を用いた絶対立体配置決定法を提案し、様々な化合物への適用の可能性を
示した。さらに、log D による未知化合物の保持時間の予測が可能であることを明らかにした。
保持時間の予測の応用例として、microsystin-LR の微生物分解物であるペプチド類の検出を
行った。想定される分解物の構造から log D を算出し、その値をもとに保持時間の予測を行い、
実測値と比較することで、夾雑物のピークを除外し、存在する真の分解物を的確に示すことが
できた。 
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第３章： 改良 Marfey 法のジアミノ酸への適用 
改良 Marfeｙ法を放線菌化学同定におけるアミノ酸の検出に応用するために、ジアミノ酸の
DLA 誘導体の溶出挙動を検討した。本手法が各種ジアミノ酸に適用できることを確認し、さら
に新たな応用として、ジアミノ化合物の合成における絶対立体配置確認法としての提案を行っ
た。合成化合物の光学活性を確認するには旋光度や circular dichroism (ＣＤ) などが用い
られているが、meso-体は光学不活性であるため認識できない。今回の研究では、改良
Marfey 法を用いた絶対立体配置決定に加えて、合成化合物中の meso-体の存在を簡便に確
認できることを示した。目的の不斉を有する合成化合物を確認するための手法として有効であ
り、改良 Marfey 法の新たな可能性が示唆された。 
 
第４章： 改良 Marfey 法の放線菌化学同定への適用 
第３章を踏まえ、実際に標準菌株を用いた検証を行い、放線菌の細胞壁ペプチドグリカン
に含まれるジアミノ酸の検出方法を確立した。ごく少量のコロニーを使った A2pm とその類縁体
の検出、さらに精製細胞壁を使った構成アミノ酸の一斉分析し、絶対立体配置を決定する方
法を構築した。また、構築した分析法の実施例として、Actinomadura spadix とその類縁分離株
の分類学的研究において、細胞壁アミノ酸の検出と絶対立体配置決定を行った結果、新属・
新種の提唱の重要なデータを示すことができた。 
  
第２節 今後の展望 
  
以上のように、本研究において構築した放線菌細胞壁ペプチドグリカン構成アミノ酸の分析
法、及び改良 Marfey 法における log D 値の導入は、これまでの問題点を解決し、更なる展開
が期待できる優れた方法であると評価される。放線菌の化学分類におけるアミノ酸の同定が容
易にできるようになった今、次に最も望まれているのは細胞壁ペプチドグリカンのアミノ酸配列
の解明である。より希少性が高い放線菌に医薬品開発の可能性をかけて研究の手が広がり、
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同時に種々の技術進歩により新属・新種の発見や分類の改変は後を絶たない。特に、
Actinobacteria といったバクテリアに近い系統の放線菌では、ペプチドグリカン構造が多様化し
ており、今後の研究により新たな発見が期待される分野である。 
同時に近年の MS や MS/MS 装置の進歩により、ペプチドやタンパク質の構造解析が簡便
化しつつある。よって本研究で実施した FDLA 誘導体化によるアミノ酸検出と MS/MS を用い
たペプチドのフラグメンテーションを組み合わせれば、未知のペプチドグリカンの配列決定法
を確立することができると考えている。望まれるアミノ酸配列決定法は、試料の調製が簡便で、
高感度、明確な結果が得られる方法である。さらに、様々な架橋ペプチドの構造に対応できる
方法でなければならない。 
現在、放線菌の細胞壁ペプチドグリカンのアミノ酸配列決定法の確立を目指して検討を開
始している。細胞壁ペプチドグリカンを部分的に加水分解し、生成したペプチドを FDLA 誘導
体化する。分解生成物のＮ末端に DLA 基を導入し、LC/MS/MS でアミノ酸の配列を解析する
か、あるいは LC/MS で各フラグメントを解析し、配列を決定する方法を検討中である。本研究
で確立した log D による保持時間の予測は、様々な配列のペプチドフラグメントに適用すること
で、未知のペプチドグリカンの試料から確実に目的ピークを検出するための重要な指標になる
と考えている。今後、アミノ酸配列決定法を構築するにあたり解決すべき課題は、いかに効率
よく目的とするアミノ酸のペプチド結合を切断するかという点である。酵素法、化学的分解法及
び微生物分解法などから、必要な情報が得られる方法を選択し、今後の検討に用いる予定で
ある。 
本研究で構築したアミノ酸分析法が、簡便に、そして確実に絶対立体配置を決定できる手
法として天然物研究の分野で今後大きく貢献していくことが期待される。 
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実験の部 
 
試薬 
実 験 に 用 い た 誘 導 体 化 試 薬 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-luecinamide (L-FDLA) と
1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-D-luecinamide (D-FDLA)は東京化成より購入した。また、アミノ酸
類はナカライテスク株式会社、シグマアルドリッチジャパン株式会社、和光純薬工業株式
会社、関東化学株式会社、東京化成工業株式会社より購入した。 
 
分析機器 
＜ESI-LC/ITMS システム＞ 
高速液体クロマトグラフ： Agilent technology, 1100 HPLC system 
質量分析計： Thermo Electron, LCQ Deca XP plus 
 
＜ESI-LC/MS システム＞ 
高速液体クロマトグラフ： Agilent technology, 1100 HPLC system 
質量分析計： Agilent technology, LC/MSD system 
 
第２章に関する実験 
 
第１節の実験 
Log D の算出 
Log D は ACD Labs Log D (Fujitsu, Advanced Chemistry Development ACD/Labs Research, 
Ontario, Canada)を用いて算出した。 
（参照：http://www.acdlabs.com/products/phys_chem_lab/logd/tech.html.） 
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第２節、第３節の実験 
各種アミノ酸の FDLA 誘導体化 
50 ｍM の A2pm 水溶液 25 μL に 10 μL の 1 M NaHCO3 と 50 μL の 1% FDLA 溶液（アセトン）
を添加し、37℃で 1 hr インキュベートする。さらに 1 M HCl を 10 μL 添加し、反応を停止した。
反応液 10 μL を 90 μL のアセトニトリルで希釈し、ESI モードの LC/MS で分析を行った。 
 
各種アミノ酸の DLA 誘導体の ESI-LC/MS 分析 
ESI-LC/MS 測定条件 
HPLC conditions  
column: YMC Pack Pro C18 (100 × 4.6 mm i.d., 3 μm, YMC) 
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
(B) Acetonitrile 
gradient rate: 30%→60%, 20 min  
flow rate: 1.0 mL/min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 2 μL  
capillary temperature: 350℃  
capillary voltage: 2000 V 
fragment voltage: 100 V   
scan mode: TIC, SIM 
mass range: m/z 100-1200 
source type: ESI (negative mode) 
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第４節の実験 
 
各種アミノ酸の FDLA 誘導体化 
50 ｍM の A2pm 水溶液 25 μL に 10 μL の 1 M NaHCO3 と 50 μL の 1% FDLA 溶液（アセトン）
を添加し、37℃で 1 hr インキュベートする。さらに 1 M HCl を 10 μL 添加し、反応を停止した。
反応液 10 μL を 90 μL のアセトニトリルで希釈し、ESI モードの LC/MS で分析を行った。 
 
第３章に関する実験 
 
第１節の実験 
 
A2pm（L,L-A2pm、D,D-A2pm、meso-A2pm）の分離・分取 
A2pm-mixture を 過塩素酸水溶液 （pH 1.0）で 50 mM に調製し、試験溶液とした。この試験
溶液を移動相に過塩素酸 を用いた HPLC 分析によりキラル分離（カラム：CROWNPAK CR 
(＋)）を行い、L,L-A2pm 画分、D,D-A2pm 画分、meso-A2pm 画分を得た。各画分の 5 倍量の
アセトニトリルを加えて固相抽出カラム（Nomura, ZIC-HILIC）に付し、水で溶出し、凍結乾燥
を行うことにより、目的画分を得た。 
  
HPLC 測定条件 
column: DAICEL CHECAL, CROWNPAK CR (＋) (150 x 4.0 mm i.d.) 
mobile phase: aq. HClO4（pH 1.0） 
flow rate: 1.0 mL/min 
detection: UV 200 nm 
column temperature: 0℃ 
injection volume: 10 μL 
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A2pm の DLA 誘導体化 
分取した各種 A2pm を 50 μL の水に溶解し、それぞれ 1 M NaHCO3 20 μL、1% L-FDLA （ア
セトン溶液.）50 μL を加え、1 hr、37℃で加温する。反応を停止するために 1 M HCl 20 μL を加
え、黄色の反応液を得る。得られた反応液を留去することにより目的画分を得た。 
 
A2pm の DLA 誘導体の ESI-LC/ITMS 分析 
 A2pm の DLA 誘導体を適量のアセトニトリルで溶解後、水/ギ酸/アセトニトリルを移動相（ア
セトニトリル系）とした逆相 HPLC で分離し、ESI-LC/ITMS の SIM モードにより分析した。 
 
ESI-LC/ITMS 測定条件 
HPLC conditions (CH3CN system) 
column: TOSOH, TSK-gel ODS-80Ts (150 x 2.0 mm i.d.)  
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate, 5 mM formic acid              
            (B) Acetonitrile  
gradient rate: 30%→50%, 50 min  
flow rate: 0.2 mL/ min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 5 μL  
capillary temperature: 300℃  
source voltage: 5.0 kV  
scan mode: TIC, SIM 
mass range: m/z 320.00-1000.00  
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source type: ESI (negative mode) 
 
第２節の実験 
各種アミノ酸の FDLA 誘導体化 
50 mM の濃度に調製した各種アミノ酸水溶液 50 μL に、1 M NaHCO3 20 μL、1% L-FDLA（ア
セトン溶液）50 μL を加え、1 hr、37℃で加温する。冷後、1 M HCl 20 μL を加え、黄色の反応
液を得る。得られた反応液を留去することにより目的画分を得た。 
 
アミノ酸のラセミ化 
50 mM の濃度に調製した各種アミノ酸水溶液 50 μL に triethylamine 20 μL 及び無水酢酸 20 
μL を加え、60℃、1 hr 加熱する。冷後、反応液留去し、得られた残渣を 6 M HCl 200 μL に溶
解し、110℃、12 hr 加熱する。冷後、反応液を留去して目的画分を得た。 
 
各種アミノ酸の DLA 誘導体の ESI-LC/ITMS 分析 
 各種アミノ酸の DLA 誘導体を適量のアセトニトリルで溶解後、水/ギ酸/アセトニトリルを移動相
（アセトニトリル系）とした逆相 HPLC で分離し、ESI-LC/ITMS の SIM モードにより分析した。 
 
ESI-LC/ITMS 測定条件 
HPLC conditions (MeOH system) 
column: TOSOH, TSK-gel ODS-80Ts (150 x 2.0 mm i.d.)  
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
(B) MeOH  
gradient rate: 60%→90%, 30 min  
flow rate: 0.2 mL/min  
detection: UV 340 nm  
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column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 5 μL  
capillary temperature: 300℃  
source voltage: 5.0 kV  
scan mode: TIC, SIM 
mass range: m/z 320.00〜1000.00  
source type: ESI (negative mode) 
 
第３節の実験 
試薬 
ジアミノ化合物は Ishikawa らの方法により合成した [58, 64]。 
 
ジアミノ化合物の FDLA 誘導体化 
50 ｍM のジアミノ化合物水溶液 25 μL に 10 μL の 1 M NaHCO3 と 50 μL の 1%FDLA (アセト
ン溶液)を添加し、37℃で 1 hr あるいは 24 hr インキュベートする。さらに 1 M HCl を 10 μL 添
加し、反応を停止した。反応液 10 μL を 90 μL のアセトニトリルで希釈し、LC/MS 分析サンプル
とした。 
 
ジアミノ化合物の DLA 誘導体の ESI-LC/MS 分析 
LC/MS で分析した後、TIC クロマトグラムから 1,2-diphenylethylene-1,2-diamines の m/z 799 
[M-H]-及び 1,2-bis(2-methylphenyl) ethylene -1,2-diamine の m/z 827 [M-H]- のマスクロマト
グラムを抽出した。 
ESI-LC/MS 測定条件 
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HPLC conditions  
column: YMC Pack Pro C18 (100 × 4.6 mm i.d., 3 μm, YMC) 
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
 (B) Acetonitrile 
gradient rate: 15%→85%, 20 min  
flow rate: 1.0 mL/min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 2 μL  
capillary temperature: 350℃  
capillary voltage: 2000 V 
fragment voltage: 100 V  
scan mode: TIC, SIM 
mass range: m/z 100-1200 
source type: ESI (negative mode) 
 
第４章に関する実験 
 
第１節の実験 
試薬及び菌株 
使用した菌株 Streptomyces roseofulvus JCM4605、Streptomyces albus subsp. albus JCM4177、
Kitasatospora setae JCM3304 、 Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsute JCM3170 、
Rhodococcus rhodochrous JCM3202、Actinoplanes philippinensis JCM3001、Microbispora 
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rosea subsp. rosea JCM3006 、 Micromonospora chalcea JCM3031 、 Dactylosporangium 
aurantiacum JCM3083、Kitasatospora phosalacinea JCM3340、Kitasatospora cystarginea 
JCM7356 、 Kitasatospora mediocidica JCM9868 、 Micromonospora inositola JCM6239 、
Micromonospora chalcea JCM3031 は Japan Collection of Microorganisms (JCM) より購入し
た 。 ま た 、 Micromonospora melanosporea  NBRC12515 、 Micromonospora echinospora 
NBRC13149 、 Micromonospora purpureochromogenes  NBRC13324 、 Micromonospora 
coerulea  NBRC13504、Micromonospora rosaria  NBRC13697、Micromonospora grisea 
NBRC14111、Micromonospora olivasterospora NBRC14304 は NITE Biological Resource 
Center (NBRC) より購入した。 
 
放線菌の培養 
全菌体及び精製細胞壁を調製するために、100 ml の培地（2% glucose、1% tripton、120℃で
15 min オートクレーブ滅菌）が入っている 500 ml 容フラスコを用いて 28℃あるいは 30℃で
5-7days 振騰培養した。 
 
全菌体及び精製細胞壁の調製 
培養液を遠心し（3000 ×g、15 min）、集めた菌体を精製水で洗浄し、遠心により集菌した(3 回
実施)。全菌体はこれを試料とした。精製細胞壁の調製には、上記菌体をリン酸バッファー（pH 
7.2, 1/15 M KH2PO4 : 1/15 M Na2HPO4 = 3 : 7）に懸濁し、氷で冷却しながら超音波
(SONIFIER 450, BRNSON)で 30 min 破砕した。未破壊の細胞を遠心（3000 ×g, 30 min）で分
離した後、上清を超遠心（1,5000 ×g, 30 min）にかけ、沈殿部分を 4％ sodium dodecyl sulfate 
(SDS)に懸濁し、100℃で 40 min 加熱した。冷却後、溶液を 1,5000 ×g で 30 min 超遠心した。
得られた沈殿を精製水で洗浄し、25℃で遠心を 3 回繰り返した後、得られた精製細胞壁を湿
試料として冷凍保管した。 
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A2pm の FDLA 誘導体化 
50 ｍM の A2pm 水溶液 25 μL に 10 μL の 1 M NaHCO3 と 50 μL の 1%FDLA (アセトン溶液)
を添加し、37℃で 1 hr インキュベートした。さらに 1 M HCl を 10 μL 添加し、反応を停止した。
反応液 10 μL を 90 μL のアセトニトリルで希釈し、ESI モードの LC/MS で分析を行った。 
 
放線菌の酸加水分解及び FDLA 誘導体化 
スラントより採取したコロニー（約 5 mm 角を寒天ごと採取）、全菌体 5 mg、あるいは精製細胞
壁 1 mg に 100 μL の 6 M HCl を添加し、120℃で 20 min 反応させた。反応後減圧下濃縮乾
固し、100 μL の精製水で溶解した。この水溶液 25 μL に 10 μL の 1 M NaHCO3 と 50 μL の 1% 
L-FDLA (アセトン溶液)を添加し、37℃で 1 hr インキュベートした。さらに 1 M HCl を 10 μL 添
加し、反応を停止した。反応液 50 μL を 50 μL のアセトニトリルで希釈し、LC/MS 分析サンプル
とした。同様に 25 μL の水溶液を用いて D-FDLA 誘導体化及び分析サンプル調製も行った。 
 
各種アミノ酸の DLA 誘導体の ESI-LC/MS 分析 
各サンプルを用いて LC/MS 分析した後、TIC クロマトグラムから A2pm 及び 3-OHA2pm の m/z 
[M-H]-のマスクロマトグラムを抽出した。 
A2pm-DLA； m/z 777 [M-H]-、L,L-A2pm-L-DLA の Rt. = 12.0 min、L,L-A2pm-D-DLA の Rt. = 
12.8 min,、meso-A2pm-L-DLA の Rt. = 11.7 min、meso-A2pm-D-DLA の Rt. = 11.7 min、
3-OHA2pm-D-DLA ；  m/z 793 [M-H]- 、 3-OHA2pm-L-DLA の Rt. = 11.3 min 、
3-OHA2pm-D-DLA の Rt. = 11.3 min 
 
ESI-LC/MS 測定条件 
HPLC conditions  
column: YMC Pack Pro C18 (100 × 4.6 mm i.d., 3 μm, YMC) 
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
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: (B) Acetonitrile 
gradient rate: 30%→60%, 20 min  
flow rate: 1.0 mL/min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 2 μL  
capillary temperature: 350℃  
capillary voltage: 2000 V 
fragment voltage: 100 V  
scan mode: TIC, SIM 
mass range: m/z 100-1200 
source type: ESI (negative mode) 
 
第２節の実験 
菌株 
使 用 し た 菌 株 Micrococcus luteus NBRC3333 、 Curtobacterium citreum NBRC12677 、
Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis NBRC13762 、 Agromyces ramosus 
NBRC13899 、  Microbacterium lacticum NBRC14135 、  及 び Agrococcus jenensis 
NBRC100415 は NBRC より購入した。 
 
放線菌の培養 
精製細胞壁を調製するために、100 mL の培地（ＩＳＰ-1、120℃で 15 min オートクレーブ滅菌）
が入っている 500 mL 容フラスコを用いて 28℃で 5-7 days 振騰培養した。 
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精製細胞壁の調製 
培養液を遠心し（3000 ×g、15 min）、集めた菌体を精製水で洗浄し、遠心により集菌した(3
回実施)。この菌体をリン酸バッファー（pH 7.2, 1/15 M KH2PO4 : 1/15 M Na2HPO4 = 3 : 7）に
懸濁し、氷で冷却しながら超音波(SONIFIER 450, BRNSON)で 30 min 破砕した。未破壊の
細胞を遠心（3000 ×g, 30 min）で分離した後、上清を超遠心（1,5000 ×g, 30 min）にかけ、沈
殿部分を 4％ SDS に懸濁し、100℃で 40 min 加熱した。冷却後、溶液を 1,5000 ×g で 30 
min 超遠心した。得られた沈殿を精製水で洗浄し、25℃で遠心を 3 回繰り返した後、得られ
た精製細胞壁は湿試料のまま冷凍保管した。 
  
放線菌の酸加水分解及び FDLA 誘導体化 
精製細胞壁 5 mg（湿試料）に 100 μL の 6 M HCl を添加し、120℃で 20 min 反応させた後減
圧下濃縮乾固し、100 μL の精製水で溶解した。この水溶液 25 μL に 10 μL の 1 M NaHCO3 と
50 μL の 1% L-FDLA (アセトン溶液)を添加し、37℃で 1 hr インキュベートした。さらに 1 M HCl
を 10 μL 添加し、反応を停止した。反応液 50 μL を 50 μL のアセトニトリルで希釈し、LC/MS
分析サンプルとした。同様に 25 μL の水溶液を用いて D-FDLA 誘導体化及び分析サンプル調
製も行った。 
 
Lys, A2bu の DLA 誘導体の ESI-LC/MS 分析 
 Lys 及び A2bu の検出は精製細胞壁の加水分解試料を用いた。ESI モードの LC/MS で分析
した後、TIC クロマトグラムから各アミノ酸-DLA 誘導体の m/z [M-H]-のマスクロマトグラムを抽
出した。 
Lys-DLA； m/z 733 [M-H]-、L-Lys-L-DLA の Rt. = 15.7 min、D-Lys-L-DLA の Rt. = 18.4 min 
A2bu-DLA； m/z 705 [M-H]-、L-A2bu -L-DLA の Rt. = 14.3 min、L-A2bu -D-DLA の Rt. = 16.6 
min 
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ESI-LC/MS 測定条件 
HPLC conditions  
column: YMC Pack Pro C18 (100 × 4.6 mm i.d., 3 μm, YMC) 
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
(B) Acetonitrile 
gradient rate: 30%→60%, 20 min  
flow rate: 1.0 mL/min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 2 μL  
capillary temperature: 350℃  
capillary voltage: 2000 V 
fragment voltage: 100 V  
scan mode: TIC 
mass range: m/z 100-1200 
source type: ESI (negative mode) 
 
Orn の DLA 誘導体の ESI-LC/MS 分析 
LC/MS 分析した後、TIC から Orn-DLA の m/z [M-H]-のマスクロマトグラムを出力した。
Orn-DLA； m/z 719 [M-H]-、Orn-L-DLA の Rt. = 28.1 min、Orn-D-DLA の Rt. = 27.3 min 
 
ESI-LC/MS 測定条件 
HPLC conditions  
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column: CAPCELL PAK C18 MG III (150×4.6mm i.d., 5μm, Shiseido) 
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
(B) Acetonitrile 
gradient rate: 30%→60%, 40 min  
flow rate: 1.0 mL/min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
 
MS conditions 
injection volume: 2 μL  
capillary temperature: 350℃  
capillary voltage: 2000 V 
fragment voltage: 100 V  
scan mode: TIC 
mass range: m/z 100-1200 
source type: ESI (negative mode) 
 
第３節の実験 
菌株 
Micromonospora echinospora NBRC13149 と Agrococcus jenensis NBRC100415 は NBRC より
購入した。 
 
放線菌の培養 
精製細胞壁を調製するために、100 mL の培地（ＩＳＰ-1、120℃で 15 min オートクレーブ滅菌）
が入っている 500 mL 容フラスコを用いて 28℃で 7 days 振騰培養した。 
 104 
精製細胞壁の調製 
培養液を遠心し（3000 ×g、15 min）、集めた菌体を精製水で洗浄し、遠心により集菌した(3 回
実施)。この菌体をリン酸バッファー（pH 7.2, 1/15 M KH2PO4 : 1/15 M Na2HPO4 = 3 : 7）に懸濁
し、氷で冷却しながら超音波(SONIFIER 450, BRNSON)で 30 min 破砕した。未破壊の細胞
を遠心（3000 ×g, 30 min）で分離した後、上清を超遠心（1,5000 ×g, 30 min）にかけ、沈殿部分
を 4％ SDS に懸濁し、100℃で 40 min 加熱した。冷却後、溶液を 1,5000 ×g で 30 min 超遠心
した。得られた沈殿を精製水で洗浄し、25℃で遠心を 3 回繰り返した後、得られた精製細胞壁
は湿試料のまま冷凍保管した。 
  
放線菌の酸加水分解及び FDLA 誘導体化 
精製細胞壁 5 mg（湿試料）に 100 μL の 6 M HCl を添加し、120℃で 20 min 反応させた後減
圧下濃縮乾固し、100 μL の精製水で溶解した。この水溶液 25 μL に 10 μL の 1M NaHCO3 と
50 μL の 1% L-FDLA (アセトン溶液)を添加し、37℃で 1 hr インキュベートした。さらに 1 M HCl
を 10 μL 添加し、反応を停止した。反応液 50 μL を 50 μL のアセトニトリルで希釈し、LC/MS
分析サンプルとした。同様に 25 μL の水溶液を用いて D-FDLA 誘導体化及び分析サンプル調
製も行った。 
 
Micromonospora echinospora NBRC13149 の構成アミノ酸一斉分析 
ESI モードの LC/MS で分析した後、TIC クロマトグラムから各アミノ酸-DLA 誘導体の m/z 
[M-H]-のマスクロマトグラムを抽出した。 
A2pm-DLA； m/z 777 [M-H]-、L,L-A2pm -L-DLA の Rt. = 11.5 min、L,L-A2pm -D-DLA の Rt. = 
12.1 min、meso-A2pm -L-DLA の Rt. = 11.1 min、meso-A2pm -D-DLA の Rt. = 11.0 min 
3-OHA2pm-DLA； m/z 793 [M-H]-、3-OHA2pm-L-DLA の Rt. = 10.7 min、3-OHA2pm -D-DLA
の Rt. = 10.6 min、 
Ala-DLA； m/z 382 [M-H]-、D-Ala -L-DLA の Rt. = 7.7 min、L-Ala -D-DLA の Rt. = 5.0 min、 
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Gu-DLA； m/z 440 [M-H]-、D-Glu -L-DLA の Rt. = 5.2 min、D-Glu -D-DLA の Rt. = 4.0 min、 
Gly-DLA； m/z 368 [M-H]-、Gly-L-DLA の Rt. = 5.4 min、Gly-Ｄ-DLA の Rt. = 5.2 min, 
 
Agrococcus jenensis NBRC100415 の構成アミノ酸一斉分析 
ESI モードの LC/MS で分析した後、TIC クロマトグラムから各アミノ酸-DLA 誘導体の m/z 
[M-H]-のマスクロマトグラムを抽出した。 
 A2bu-DLA； m/z 705 [M-H]-、L-A2bu -L-DLAのRt. = 14.2 min、L-A2bu -D-DLAのRt. = 16.6 
min、 
Thr-DLA； m/z 412 [M-H]-、L-Thr -L-DLA の Rt. = 4.0 min、L-Thr -D-DLA の Rt. = 6.7 min、 
Asp-DLA； m/z 426 [M-H]-、L-Asp -L-DLA の Rt. = 4.2 min、L-Asp -D-DLA の Rt. = 4.9 min、 
Ala-DLA； m/z 382 [M-H]-、L-Ala -L-DLA の Rt. = 5.4 min、L-Ala -D-DLA の Rt. = 8.0 min、 
D-Ala -L-DLA の Rt. = 8.0 min、D-Ala -D-DLA の Rt. = 5.5 min、 
Gu-DLA； m/z 440 [M-H]-、L-Glu -L-DLA の Rt. = 4.4 min、L-Glu -D-DLA の Rt. = 5.4 min、 
D-Glu -L-DLA の Rt. = 5.4 min、D-Glu -D-DLA の Rt. = 4.4 min、 
Gly-DLA； m/z 368 [M-H]-、Gly-L-DLA の Rt. = 5.6 min、Gly-Ｄ-DLA の Rt. = 5.6 min 
 
ESI-LC/MS 測定条件 
HPLC conditions  
column: YMC Pack Pro C18 (100 × 4.6 mm i.d., 3 μm, YMC) 
mobile phase: (A) H2O containing 5 mM ammonium formate,  5 mM formic acid  
(B) Acetonitrile 
gradient rate: 30%→60%, 20 min  
flow rate: 1.0 mL/min  
detection: UV 340 nm  
column temperature: 40℃   
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MS conditions 
injection volume: 2 μL  
capillary temperature: 350℃  
capillary voltage: 2000 V 
fragment voltage: 100 V  
scan mode: TIC 
mass range: m/z 100-1200 
source type: ESI (negative mode) 
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